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ABKÜRZUNGSVERZEICHNIS 
AK     Antikörper 
BCR     B-Zell-Rezeptor 
CD     Differenzierungscluster 
FACS    Fluoreszenz-aktivierter Cell-Sorter 
FFPE    Formalin-fixiert, Paraffin-eingebettet 
GM-CSF   Granulozyten-Makrophagen-Koloniebildung-fördernder Faktor 
HE     Hämalaun-Eosin 
HFPE    HOPE®-fixiert, Paraffin-eingebettet 
i. d. R.    in der Regel 
ICOS-L    inducible costimulator ligand 
IFN     Interferon 
Ig      Immunglobulin 
IL      Interleukin 
LPS     Lipopolysaccharid-Protein-Komplex 
MALT    Mukosa-assoziiertes lymphatisches Gewebe 
MHC    Haupthistokompatibilitätskomplex 
NK     Natürliche Killerzellen 
PAME    periglandulär akzentuierte mononukleäre Entzündungszellinfiltration 
PCR     Polymerase Kettenreaktion 
RM     resistant mares 
RT     Raumtemperatur 
SIRPα    signal regulatory protein alpha 
SM     susceptible mares 
Tab.     Tabelle 
TCR     T-Zell-Rezeptor 
TGF     Transforming growth factor 
Tfh     follikuläre Helfer-T-Lymphozyten 
Th1     Helfer-T-Lymphozyten 1 
Th2     Helfer-T-Lymphozyten 2 
Th17    Helfer-T-Lymphozyten 17 
TLR     Toll-like Rezeptoren 
TNF     Tumor-Nekrosefaktor 
Treg     regulatorische Helfer-T-Lymphozyten 
ZFPE    Zink-fixiert, Paraffin-eingebettet 
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1 EINLEITUNG 
Endometriale Erkrankungen, insbesondere Endometritiden, sind die häufigste Ursa-
che einer Subfertilität bei Stuten (KENNEY und DOIG 1986; SCHOON et al. 1997) 
und besitzen einen großen wirtschaftlichen Stellenwert in der Pferdezucht (LEBLANC 
und CAUSEY 2009; DE MESTRE 2013). Subklinische entzündliche Alterationen sind 
hierbei von besonderer Bedeutung, da sie nur mittels eines Endometriumbioptates 
diagnostiziert werden können (SCHOON et al. 1997). Die nicht-eitrige Entzündungs-
form ist im Rahmen der Routineuntersuchung eines Endometriumbioptates ein häufi-
ger histopathologischer Befund (SCHOON et al. 1997; EBERT et al. 2014). Es liegt 
eine Infiltration des equinen Endometriums mit überwiegend Lymphozyten, Plasma-
zellen und Makrophagen vor (SCHOON et al. 1992, 1997). Die genaue Pathogenese 
ist ungeklärt, immunvermittelte Mechanismen werden vermutet (SCHOON et al. 
1997). Es existieren keine spezifischen Behandlungskonzepte (LEBLANC und 
CAUSEY 2009). Die Charakterisierung der beteiligten Immunzellen sowie deren 
Subpopulationen könnten möglicherweise neue Erkenntnisse hinsichtlich der Patho-
genese erbringen und somit Ansätze für eine problemorientierte Therapie schaffen. 
Bisherige Untersuchungen zur immunhistochemischen Phänotypisierung von 
equinen Immunzellen sowie deren Subpopulationen, insbesondere beim Vorliegen 
mononukleär dominierter Endometritiden, fehlen fast vollständig bzw. wurden aus-
schließlich an Kryostatschnitten durchgeführt. Im Rahmen der erweiterten klinischen 
Diagnostik gelangen Endometriumbioptate lediglich in fixierter Form (üblicherweise 
Formalin-fixiert) in das Labor, um autolytische Prozesse zu verhindern. Somit ist eine 
optimale histopathologische Auswertung gewährleistet. Im Gegensatz zu Gefrier-
schnitten ist die immunhistochemische Aufarbeitung von Formalin-fixiertem Gewebe 
aufgrund teils irreversibler Antigenmaskierung deutlich limitiert. Bestimmte Antigene / 
Rezeptoren sind innerhalb fixierter Gewebeproben nicht oder nicht zuverlässig 
nachweisbar. Demzufolge sind alternative Verfahren erforderlich, welche problemlos 
in die Routinediagnostik integriert und labordiagnostisch angewendet werden kön-
nen, um differenzierende immunhistochemische Verfahren zum Nachweis der Ent-
zündungszellsubpopulationen durchzuführen. 
 
Für die vorliegende Arbeit ergaben sich folgende Ziele: 
1. Etablierung einer alternativen Methode zur Gewebsfixierung, die, in der Routinedi-
agnostik praktikabel, eine gute Strukturerhaltung, Anfärbbarkeit und Auswertbarkeit 
gewährleistet und umfangreiche immunhistochemische Untersuchungen ermöglicht 
2. Immunhistochemische Phänotypisierung von T-Lymphozyten und Makrophagen 
sowie deren Subpopulationen an fixierten equinen Gewebeschnitten 
3. Semiquantitative immunhistochemische Bestimmung der endometrialen Entzün-
dungszell-(sub-)populationen ohne und mit einer nicht-eitrigen Endometritis 
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2 LITERATURÜBERSICHT 
2.1 Das Endometrium der Stute 
Die Gebärmutterschleimhaut, das Endometrium, der Stute besteht aus dem 
luminalen Epithel und der Lamina propria mucosae (Abb. 1, Seite 4) (KENNEY 1978; 
LIEBICH et al. 2004; MCKINNON et al. 2011). Die Lamina propria mucosae beinhal-
tet die tubulär verzweigten uterinen Drüsen und lässt sich in das oberflächliche, 
kompakte Stratum compactum und das tiefergelegene, aufgelockerte Stratum 
spongiosum untergliedern (KENNEY 1978; BRUNCKHORST et al. 1991; SCHOON 
et al. 1992; MCKINNON et al. 2011). Der Übergang zwischen beiden Schichten ist 
fließend. Für das Stratum compactum ist eine Schichtdicke von ca. 0,75 mm bis 1 
mm angegeben (KENNEY 1978). Die Strukturelemente luminales Epithel, uterine 
Drüsen sowie Stromazellen unterliegen histomorphologisch erfassbaren, morpholo-
gisch-funktionellen Umbauprozessen während des Zyklusgeschehens (KENNEY 
1978; BRUNCKHORST et al. 1991; SCHOON et al. 1992; MCKINNON et al. 2011). 
Das physiologische Vorkommen freier Entzündungs- und Immunzellen ist ein wichti-
ger Bestandteil der lokalen Immunabwehr (BRUNKHORST et al. 1991). Deren Auf-
treten im Endometrium ist abhängig von der vorherrschenden Zyklusphase 
(BRUNKHORST et al. 1991). 
Für neutrophile Granulozyten ist ein zyklusabhängiger Nachweis während des 
Präöstrus sowie Östrus beschrieben. Diese Zellpopulation ist randständig in den 
Lumina der Kapillaren und Venulen nachweisbar (KENNEY 1978; BRUNCKHORST 
et al. 1991), vereinzelt treten neutrophile Granulozyten innerhalb des luminalen Epi-
thels und im Stroma des Stratum compactum auf (BRUNCKHORST et al. 1991). 
In Bezug auf das zyklusabhängige Auftreten von Lymphozyten im equinen 
Endometrium existieren in der Literatur unterschiedliche Ergebnisse: Im Stratum 
compactum finden sich während des Östrus mehr Lymphozyten, insbesondere T-
Lymphozyten (FRAYNE und STOKES 1994), als im Interöstrus (ODDSDÓTTIR et al. 
2008). Demgegenüber beschreiben BRUNCKHORST et al. (1991) Lymphozyten im 
Stroma während des Interöstrus. Des Weiteren existieren Untersuchungen zum zyk-
lusunabhängigen Auftreten im Endometrium genitalgesunder Stuten: Während aller 
Phasen des endometrialen Zyklus finden sich wenig einzeln liegende Lymphozyten 
im Stratum compactum und Stratum spongiosum (WATSON und DIXON 1993; 
WATSON und THOMSON 1996). Unabhängig vom Zyklusstand ist die Anzahl dieser 
Zellen im Stratum compactum höher als im Stratum spongiosum (WATSON und 
DIXON 1993; WATSON und THOMSON 1996; TUNÓN et al. 1999). Bei den detek-
tierten Lymphozyten handelt es sich überwiegend um T-Lymphozyten und um nur 
sehr wenige B-Lymphozyten (WATSON und THOMSON 1996). Zusätzlich ist in der 
Literatur ein häufiges Auftreten (18 % der Bioptate) periglandulär akzentuierter 
mononukleärer Entzündungszellinfiltrationen (sog. PAME) in oberflächlichen, mittle-
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ren und tiefen Regionen des Endometriums beschrieben (KLOSE 2015). T-
Lymphozyten stellen hierbei die dominierende Zellpopulation dar. B-Lymphozyten 
und Plasmazellen sind nur in geringen Anteilen nachzuweisen (KLOSE 2015). Das 
Vorkommen lymphozytärer Aggregate (T-Lymphozyten) wird zyklusunabhängig vor-
wiegend im Stratum spongiosum in der Nähe von Drüsen, Blut- und Lymphgefäßen 
beschrieben (WATSON und THOMSON 1996). T-Lymphozyten sind zudem im Epi-
thelverband zu finden (WATSON und DIXON 1993; WATSON und THOMSON 
1996). 
Zyklusunabhängig finden sich Makrophagen vereinzelt im Stratum compactum und 
Stratum spongiosum (SUMMERFIELD und WATSON 1998), während andere Auto-
ren zyklusassoziierte Schwankungen beschreiben. BRUNCKHORST et al. (1991) 
weisen vermehrt Makrophagen im Interöstrus innerhalb des Stromas sowie 
intraepithelial nach. WATSON und DIXON (1993) finden allerdings mehr Makropha-
gen (Anstieg von MHC der Klasse II) innerhalb des Stromas im Östrus. TUNÓN et al. 
(1999) beschreiben ein vorherrschendes Auftreten von Makrophagen im Stratum 
compactum, SUMMERFIELD und WATSON (1998) weisen eine größere Dichte im 
Stratum spongiosum nach. Zudem treten Makrophagen intraepithelial 
(BRUNCKHORST et al. 1991; FRAYNE und STOKES 1994), innerhalb von 
lymphozytären Aggregaten (WATSON und DIXON 1993) und innerhalb von 
periglandulären Akkumulationen auf (SUMMERFIELD und WATSON 1998; KLOSE 
2015). 
Eosinophile Granulozyten sind vor allem in der frühen Proliferationsphase intra- so-
wie extravaskulär innerhalb des Stratum compactum und des luminalen Epithels 
nachweisbar (BRUNCKHORST et al. 1991; BLÜTHGEN 2002). GRIMM et al. (2017) 
detektieren hingegen durchschnittlich mehr eosinophile Granulozyten im Interöstrus. 
Es finden sich regelmäßig mehr eosinophile Granulozyten innerhalb des Stratum 
compactum verglichen mit dem Stratum spongiosum (BLÜTHGEN 2002). 
Die Mastzellanzahl unterliegt starken individuellen Unterschieden im equinen 
Endometrium (SCHULZ 1997). Des Weiteren sind zyklusabhängige Schwankungen 
beschrieben: Es ist ein Anstieg der Mastzellanzahl in der Proliferationsphase zu ver-
zeichnen (SCHULZ 1997). Insgesamt kommen Mastzellen jedoch sehr vereinzelt im 
equinen Endometrium vor, wobei signifikant weniger Mastzellen im Stratum 
compactum als im Stratum spongiosum nachzuweisen sind (SCHULZ 1997; GRIMM 
et al. 2017). 
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2.1.1 Endometritiden 
Eine Endometritis liegt vor, wenn das Auftreten freier Zellen qualitativ sowie quantita-
tiv über die physiologische zyklische endometriale Selbstreinigung des 
Endometriums hinausgeht, unabhängig von der Ätiologie (SCHOON et al. 1992, 
1997). 
Eine Charakterisierung der entzündlichen Alterationen erfolgt anhand des vorherr-
schenden Zelltyps, der Lokalisation, der Verteilung sowie des Grades der Infiltrate 
(KENNEY 1978; KENNEY und DOIG 1986; SCHOON et al. 1992, 1994, 1997). 
 
2.1.1.1 Eitrige Endometritis 
Das histologische Kennzeichen einer eitrigen Endometritis ist eine Dominanz 
neutrophiler Granulozyten (Abb. 2, Seite 5) (KENNEY 1978; KENNEY und DOIG 
1986; SCHOON et al. 1992, 1997; LEBLANC und CAUSEY 2009). Dies ist das An-
zeichen eines aktiven, i. d. R. akuten, katarrhalischen Entzündungsprozesses 
(SCHOON et al. 1992). Zu den klinischen Symptomen einer akuten Entzündung zäh-
len insbesondere intrauterine Flüssigkeitsansammlungen und eitriger 
Vaginalausfluss, zytologisch lassen sich neutrophile Granulozyten nachweisen 
(LEBLANC und CAUSEY 2009). 
Klinisch, zytologisch sowie histopathologisch ist es meist möglich, eine eindeutige 
Diagnose zu stellen (SCHOON et al. 1997). In der Regel können pathogene Erreger 
isoliert werden (SCHOON et al. 1997), wobei es sich hierbei meist um aufsteigende 
bakterielle Infektionen handelt (KENNEY 1978; MCKINNON et al. 2011). Eine spezi-
fische Behandlung erfolgt intrauterin oder systemisch durch ein geeignetes Antibioti-
kum, überwiegend auf der Basis eines Antibiogrammes (SCHOON et al. 1997; 
LEBLANC und CAUSEY 2009). Abhängig von Grad und Ausdehnung der Läsionen 
Abb. 1: Schematische Darstellung des Endometriums der Stute 
Wandaufbau und physiologisch vorkommende freie Entzündungszellen 
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ist die Prognose quoad restitutionem et usum günstig bis vorsichtig (SCHOON et al. 
1992, 1997). 
Eine geringgradige passagere eitrige Endometritis tritt physiologisch auch nach dem 




2.1.1.2 Nicht-eitrige Endometritis 
Die dominierenden Zellen innerhalb der nicht-eitrigen Endometritis sind Lymphozyten 
(Abb. 3, Seite 6) (KENNEY 1978; KENNEY und DOIG 1986; SCHOON et al. 1992, 
1997). Zusätzlich kommen in variablen Anteilen Plasmazellen, Makrophagen sowie 
eosinophile Granulozyten und / oder Mastzellen vor (KENNEY 1978; KENNEY und 
DOIG 1986; SCHOON et al. 1992). 
Im Gegensatz zu den eitrigen Endometritiden sind die nicht-eitrigen Alterationen kli-
nisch-gynäkologisch sowie zytologisch meist nicht eindeutig erfassbar (SCHOON et 
al. 1997), da klinische Symptome fehlen sowie zytologische Befunde negativ ausfal-
len (LEBLANC und CAUSEY 2009). Betroffene Stuten zeigen lediglich eine vermin-
derte Fertilität, gekennzeichnet durch ein vermehrtes Umrossen bzw. eine 
verlängerte Güstzeit (SCHOON et al. 1997). Eine eindeutige Diagnose der nicht-
eitrigen Entzündung ist nur mittels der histologischen Untersuchung eines 
Endometriumbioptates möglich (SCHOON et al. 1997; LEBLANC und CAUSEY 
2009). 
Die mikrobiologische Untersuchung verläuft häufig mit negativen Ergebnissen 
(SCHOON et al. 1997; LEBLANC und CAUSEY 2009). Eine immunologische Patho-
genese infolge von Antigenpersistenz oder allergisch-hyperergischen Prozessen wird 
diskutiert (SCHOON et al. 1992, 1997). Die genaue Ätiopathogenese der nicht-
Abb. 2: Schematische Darstellung einer oberflächlichen eitrigen Endometritis 
Neutrophile Granulozyten als dominierende Zellpopulation 
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eitrigen Endometritis ist derzeit nicht bekannt, demzufolge existieren aktuell keine 
spezifischen Behandlungskonzepte. 
Retrospektive Untersuchungen von Endometriumbioptaten belegen, dass gerade 
diese Entzündungsform eine große Bedeutung für die Pferdezucht hat. Die nicht-
eitrige Endometritis bildet bei ca. 15 % der güsten Stuten den Hauptbefund 
(SCHOON et al. 1997). Eine Studie an 11698 Endometriumbioptaten, die über einen 
Zeitraum von 20 Jahren (1992 - 2012) eingesandt wurden, zeigt, dass bei 31 % der 
Proben eine nicht-eitrige Endometritis vorliegt (SCHILLING 2017). 
Nähere Kenntnisse über die an dieser Entzündungsform beteiligten Lymphozyten- 
und Makrophagensubpopulationen liegen derzeit nicht vor. Deren genauere Charak-
terisierung würde möglicherweise Aufschlüsse über beteiligte immunologische Me-
chanismen geben. Dies stellt eine notwendige Voraussetzung für die Entwicklung 




Seltene Endometritisformen sind die Endometritis eosinophilica und die 
granulomatösen Entzündungen (SCHOON et al. 1997; BLÜTHGEN 2002; 
ELLENBERGER et al. 2006; GRIMM et al. 2017). 
Bei der Endometritis eosinophilica (Abb. 4, Seite 7) dominieren eosinophile 
Granulozyten (SCHOON et al. 1997; BLÜTHGEN 2002; GRIMM et al. 2017). Eine 
retrospektive Studie (1995 - 2013) ergab ein sehr seltenes Auftreten (Prävalenz 0,4 
%) dieser Erkrankung (GRIMM et al. 2017). Pilzinfektionen, ein Pneumouterus, hor-
monelle Einflüsse oder Überempfindlichkeitsreaktionen werden als mögliche Ursa-
chen diskutiert (HURTGEN und CUMMINGS 1982; SLUSHER et al. 1984; SCHOON 
et al. 1997; GRIMM et al. 2017). Da die Endometritis eosinophilica auch unabhängig 
Abb. 3: Schematische Darstellung einer oberflächlichen nicht-eitrigen Endometritis 
Lymphozyten als dominierende Zellpopulation, daneben Plasmazellen und Makrophagen 
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von diesen Ätiologien auftritt, können ebenfalls immunvermittelte Prozesse, z. B. al-




Die dominierende Zellpopulation bei granulomatösen Entzündungen (Abb. 5, Seite 8) 
sind Makrophagen, zusammen mit Lymphozyten und Plasmazellen 
(BAUMGÄRTNER und SCHMIDT 2015). 
Es liegen nur wenige Beschreibungen granulomatöser Endometritiden sowie deren 
Mischformen bei Stuten vor: eine pyogranulomatöse Endometritis (Beteiligung zahl-
reicher neutrophiler Granulozyten) mit intraläsionalen drusenartigen Bakterien 
(histomorphologisch passend zu einer Botryomykose) und eine granulomatöse 
Endometritis unter Beteiligung zahlreicher eosinophiler Granulozyten (passend zu 
dem histomorphologischen Bild eines Larva migrans Granuloms). Zudem wird eine 
(metabolische) xanthogranulomatöse Endometritis beschrieben (ELLENBERGER et 
al. 2006). 
Des Weiteren existiert die Beschreibung einer nicht-eitrigen und diffusen 
granulomatösen (sog. histiozytären) Endometritis im Zusammenhang mit einer 
Vaskulitis und Perivaskulitis bei einer Stute mit ähnlichen Entzündungsreaktionen in 
multiplen anderen Organen (RUDOLPH et al. 2017). 
 
Abb. 4: Schematische Darstellung einer Endometritis eosinophilica 
Eosinophile Granulozyten übersteigen die Anzahl der während der jeweiligen Zyklus-
stadien physiologisch vorkommenden Zellen 
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2.1.2 Resistant und susceptible mares 
Stuten, die in der Lage sind, die physiologischerweise nach einer künstlichen Besa-
mung bzw. dem natürlichen Deckakt auftretende akut eitrige Entzündungsreaktion 
innerhalb von 48 bis maximal 72 Stunden zu überwinden, werden als „resistant 
mares“ (RM) bezeichnet (WATSON 1988, 2000). Diese physiologische Entzündungs-
reaktion dient der Elimination von Spermien bzw. mit dem Deckakt oder der Besa-
mung in den Uterus eingetragenen Bakterien (MCKINNON et al. 2011). Das 
Abklingen der Entzündungsreaktion innerhalb dieser Zeitspanne ist eine wichtige Vo-
raussetzung für die Etablierung bzw. Aufrechterhaltung einer Gravidität (MCKINNON 
et al. 2011). Eine verlängerte, persistierende Entzündungsreaktion führt zu einer 
verminderten Trächtigkeitsrate bzw. zum embryonalen Frühabort (TROEDSSON 
1999; WATSON 2000). Bestimmte Stuten haben eine Prädisposition für die soge-
nannte „Besamungs-induzierte“ persistierende Endometritis und werden als 
„susceptible mares“ (SM) bezeichnet (TROEDSSON 1999). 
Der Begriff der RM und SM wird zum ersten Mal durch HUGHES und LOY (1969) in 
der Literatur erwähnt. In dieser Studie wird die Empfänglichkeit von Stuten für eine 
Endometritis nach der intrauterinen Inokulation von Streptococcus zooepidemicus 
untersucht (HUGHES und LOY 1969). Junge, gesunde Stuten zeigen initial eine 
deutliche Entzündungsreaktion mit einem vergrößerten und geschwollenen Uterus 
sowie einer ödematisierten Zervix, die nach 96 Stunden vollständig abgeklungen ist. 
Bei den übrigen Stuten sind die entzündlichen Reaktionen lediglich geringgradig 
ausgeprägt, dauern allerdings länger als 96 Stunden an. Die Stuten werden dement-
sprechend in die beiden Gruppen der „resistant mares“ und „susceptible mares“ ein-
geteilt (HUGHES und LOY 1969). Die Autoren vermuten, dass die lokalen 
Abb. 5: Schematische Darstellung einer granulomatösen Endometritis unter Beteiligung zahlrei-
cher eosinophiler Granulozyten, Epitheloidzellen und mehrkerniger Riesenzellen mit zen-
traler Nekrose 
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Komponenten der uterinen Abwehrmechanismen eine wichtige Rolle für die Über-
windung der Entzündungsreaktion spielen (HUGHES und LOY 1969). 
Nach derzeitigem Kenntnisstand ist die erhöhte Empfindlichkeit bestimmter Stuten 
für persistierende Endometritiden (SM) wahrscheinlich multifaktoriell bedingt 
(WATSON 2000; TROEDSSON 2006). Bei SM bestehen Defekte der uterinen 
Clearancemechanismen, die zu einer Persistenz intrauteriner Antigene und entzünd-
licher Produkte führen (TROEDSSON 2006). Untersuchungen zeigen eine verzöger-
te uterine Clearance radioaktiv markierter Substanzen bei SM verglichen mit RM 
(TROEDSSON und LIU 1991; LEBLANC et al. 1994). TROEDSSON et al. (1993a) 
weisen eine reduzierte und verkürzte myometriale Kontraktilität in SM nach und se-
hen darin die Ursache der gestörten uterinen Clearance. Die bei SM detektierte er-
höhte intrauterine Akkumulation von Stickstoffmonoxid (NO) trägt möglicherweise zu 
der geringen Kontraktilität des Myometriums bei (ALGHAMDI et al. 2005). LEBLANC 
et al. (1995) zeigen eine verringerte lymphatische Drainage in SM verglichen mit RM. 
Prädisponierende Faktoren für persistierende Endometritiden sind zudem anato-
misch bedingte Veränderungen des weiblichen Genitaltraktes (TROEDSSON 2006): 
z. B. mangelnde Perinealkonformation, Zervixfibrose durch Traumata während 
Schwergeburten und ein ventral orientierter, sog. „pendelnder“ Uterus (LEBLANC 
und CAUSEY 2009). Alterationen der Immunabwehr sind bisher nur in Ansätzen cha-
rakterisiert. Bei RM und SM finden sich Unterschiede bei den angeborenen Immuni-
tätsmechanismen, z. B. eine veränderte Expression von Interleukinen (FUMUSO et 
al. 2003, 2007) und Toll-like Rezeptoren (CUERVO-ARANGO et al. 2008; EATON et 
al. 2010). Vor allem IL-10, welches für die Downregulation von Entzündungen eine 
bedeutende Rolle spielt, wird bei RM vermehrt nachgewiesen, während bei SM er-
höhte proinflammatorische Zytokine auffallen (FUMUSO et al. 2003, 2007; 
CHRISTOFFERSEN et al. 2012; WOODWARD et al. 2013). Allerdings existieren 
keine funktionellen Unterschiede der neutrophilen Granulozyten beider Stutengrup-
pen (ZERBE et al. 2004). 
Nach TROEDSSON et al. (1993b) scheint eine signifikante Korrelation zwischen SM 
und einer höheren, prognostisch ungünstigeren Kategorie im Schema von KENNEY 
und DOIG (1986) vorzuliegen. Dieses Schema gibt eine Prognose über die zu erwar-
tende Abfohlwahrscheinlichkeit: Stuten der Kategorie I weisen ein normales 
Endometrium auf und die zu erwartende Abfohlrate wird mit 80 % bis 90 % angege-
ben. Stuten der Kategorie IIa zeigen geringgradige Veränderungen (Entzündung, 
Fibrose, Lymphlakunen), die wahrscheinlich zu erwartende Abfohlrate beträgt 50 % 
bis 80 %. Mittelgradige endometriale Alterationen werden der Kategorie IIb zugeord-
net mit einer 10 %igen bis 50 %igen Abfohlwahrscheinlichkeit. Stuten der Kategorie 
III weisen hochgradige Veränderungen auf und besitzen eine 10 %ige Wahrschein-
lichkeit abzufohlen. Die Untersuchungen von TROEDSSON et al. (1993b) zeigen, 
dass mehr SM der Katergorie IIb oder III zugeordnet sind als der Kategorie I oder IIa 
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(TROEDSSON et al. 1993b). WOODWARD et al. (2012) beobachten eine ähnliche 
Korrelation: Stuten der Kategorie IIb oder III zeigen eine höhere Inzidenz von 
Flüssigkeitsansammlungen innerhalb des Uterus. Die intrauterine Flüssigkeitsakku-
mulation wird als prädisponierender Faktor für persitierende Endometritiden angese-
hen. Des Weiteren wird die erhöhte Empfindlichkeit für persistierende Endometritiden 
mit zunehmendem Alter und einer verminderten endometrialen Qualität assoziiert 
(WOODWARD et al. 2012). 
Im Gegensatz zum angloamerikanischen Begriff der „susceptible mares“ ist der Be-
griff „Problemstute“ unter den deutschsprachigen Kollegen in der equinen Reproduk-
tionsmedizin weit verbreitet. Hierbei handelt es sich um subfertile Stuten, die lediglich 
durch eine verlängerte Güstzeit oder durch eine erfolglose Trächtigkeit charakterisiert 
sind (SIEME 2004). Persistierende Endometritiden, aber auch degenerative Verän-
derungen im Endometrium der Stute können Ursachen equiner Subfertilität und 
demzufolge von „Problemstuten“ sein (KENNEY und DOIG 1986; SCHOON et al. 
1997). SIEME (2004) untersucht den Einfluss exogener Faktoren auf die Trächtig-
keitsrate fertiler und subfertiler Stuten. Dafür werden verschiedene Inseminations-
techniken mit unterschiedlicher Lokalisation der Spermadeponierung im Uterus und 
zwei Arten des Spermas (Frischsperma und Tiefgefriersperma) angewendet. Die Fer-
tilität normaler Stuten zeigt keine Unterschiede beim Einsatz von Frischsperma ver-
glichen mit Tiefgefriersperma, während Problemstuten eine niedrigere 
Trächtigkeitsrate mit Tiefgefriersperma aufweisen. Das konventionelle Verfahren der 
Besamung (Deposition des Spermas in das Corpus uteri) führt dagegen bei Prob-
lemstuten zu einer besseren Fertilität. Im Gegensatz dazu weisen RM eine höhere 
Trächtigkeitsrate nach hysteroskopisch-kontrollierter Insemination auf. Abschließend 
stellt der Autor fest, dass die Interaktion zwischen der Art des Spermas und der In-
seminationstechnik wesentlich die Fruchtbarkeitsaussichten einer Stute prägen 
(SIEME 2004). 
Die einschlägige Literatur gibt eine klare klinische Definition für RM und SM, aller-
dings ist die genaue Ätiopathogenese noch unklar. Studien, die eine detaillierte im-
munzelluläre Phänotypisierung an Gewebeschnitten durchführen, fehlen nach 
derzeitigem Kenntnisstand und können möglicherweise zur Aufklärung beitragen. 
 
2.1.3 Entzündungszelltypisierung im Endometrium der  Stute 
Eine detaillierte Beschreibung von physiologisch vorkommenden freien Zellen im 
equinen Endometrium während des Zyklusgeschehens ist in Kapitel 2.1 (Seite 2 ff.) 
beschrieben. Im Folgenden soll näher auf den aktuellen Kenntnisstand der Entzün-
dungszellcharakterisierung im entzündlich veränderten Endometrium bzw. im gravi-
den Uterus eingegangen werden.  
Neutrophile Granulozyten können aufgrund ihrer Beweglichkeit in das Uteruslumen 
migrieren (KENNEY 1978). Eine akute katarrhalisch-eitrige Endometritis ist anhand 
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zytologischer Kriterien unter Einbezug der klinischen Symptomatik diagnostizierbar 
(SCHOON et al. 1997). Diesbezüglich existieren in der Literatur Grenzwerte und die 
Beurteilung erfolgt anhand des Vorhandenseins bzw. der Anzahl der neutrophilen 
Granulozyten: Eine exsudative Endometritis liegt vor, wenn mehr als zwei neutrophile 
Granulozyten pro Gesichtsfeld (100fache Vergrößerung) nachweisbar sind (RIDDLE 
et al. 2007). KOTILAINEN et al. (1994) und KATILA (1995) führen quantitative Unter-
suchungen hinsichtlich der intraluminalen Anzahl der neutrophilen Granulozyten 
durch, um den zeitlichen Verlauf der sog. „post-breeding endometritis“ näher zu cha-
rakterisieren. Die intraluminale Anzahl der neutrophilen Granulozyten steigt nach ei-
ner künstlichen Besamung bzw. dem Deckakt (KOTILAINEN et al. 1994; KATILA 
1995; TUNÓN et al. 2000) und ist nachweislich am höchsten zwischen acht und 24 
Stunden post inseminationem (KATILA 1995). Nach 48 bis maximal 72 Stunden post 
inseminationem sind neutrophile Granulozyten innerhalb des Uteruslumens vollstän-
dig verschwunden (KATILA 1995; TUNÓN et al. 2000; WATSON 2000). In akut ent-
zündlich veränderten Endometrien findet sich nicht nur im Uteruslumen eine erhöhte 
Anzahl an neutrophilen Granulozyten, sondern auch innerhalb des Stratum 
compactum lassen sich signifikant mehr neutrophile Granulozyten im Vergleich zu 
nicht entzündlich veränderten Endometrien nachweisen (SUMMERFIELD und 
WATSON 1998). Die Untersuchungen erfolgen immunhistochemisch an Gefriermate-
rial (SUMMERFIELD und WATSON 1998). Neutrophile Granulozyten sind überwie-
gend in der subepithelialen Region des Stratum compactum vorzufinden 
(SUMMERFIELD und WATSON 1998). 
Lymphozyten sind außerordentlich selten im Uteruslumen nachzuweisen (KENNEY 
1978). Eine Charakterisierung mononukleärer Entzündungszellen erfolgt demzufolge 
in zahlreichen Studien an Endometriumbioptaten (WATSON und DIXON 1993; 
WATSON und THOMSON 1996; SUMMERFIELD und WATSON 1998; TUNÓN et al. 
2000; ODDSDÓTTIR et al. 2008; KLOSE und SCHOON 2016), überwiegend an akut 
entzündlich veränderten Endometrien (WATSON und DIXON 1993; WATSON und 
THOMSON 1996, TUNÓN et al. 2000, ODDSDÓTTIR et al. 2008). Lediglich 
WATSON und DIXON (1993) führen zusätzlich Untersuchungen an persistierenden 
Endometritiden durch. PAME (periglandulär akzentuierte mononukleäre Entzün-
dungszellinfiltration) ist in 71 % der Fälle in Verbindung mit einer nicht-eitrigen 
Endometritis nachweisbar, T-Lymphozyten sind die dominierende Zellpopulation der 
PAME (KLOSE 2015). Insgesamt werden deutlich mehr T-Lymphozyten in entzünd-
lich veränderten als unveränderten Endometrien nachgewiesen (WATSON und 
DIXON 1993; WATSON und THOMSON 1996; TUNÓN et al. 2000). Es wird eine 
vermehrte Infiltration von T-Lymphozyten sowohl im Stroma als auch im Epithel be-
schrieben (WATSON und DIXON 1993; WATSON und THOMSON 1996), auch in 
Form von lymphofollikulären Aggregaten innerhalb des Stratum compactum sowie 
des Stratum spongiosum (WATSON und THOMSON 1996). WATSON und 
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THOMSON (1996) haben die T-Lymphozyten-Subpopulationen in entzündlich verän-
derten Endometrien untersucht: Die Anzahl CD4+ und CD8+ Zellen ist signifikant 
höher innerhalb der akuten Endometritis im Vergleich zum normalen Endometrium. 
CD8+ Zellen werden häufiger innerhalb des luminalen und glandulären Epithels 
nachgewiesen als CD4+ Zellen (WATSON und THOMSON 1996). 
B-Lymphozyten treten vermehrt in akut entzündlich veränderten Endometrien auf, 
innerhalb des Stromas, lymphofollikulärer Aggregate sowie vereinzelt intraepithelial 
(WATSON und THOMSON 1996). Innerhalb der PAME sind B-Lymphozyten und 
Plasmazellen in variabler, überwiegend jedoch geringer Anzahl detektierbar (KLOSE 
und SCHOON 2016). 
Makrophagen sind in geringer Anzahl innerhalb der PAME präsent (KLOSE und 
SCHOON 2016). WATSON und DIXON (1993) weisen wenige Makrophagen in ent-
zündlich veränderten Endometrien nach. WATSON und THOMSON (1996) beschrei-
ben eine vermehrte Infiltration von MHC-II-positiven Zellen in das entzündlich 
veränderte Endometrium. Die Autoren gehen allerdings nicht näher auf die Morpho-
logie der positiven Zellen ein. Eine eindeutige Aussage im Hinblick auf das Vorkom-
men der Makrophagen in entzündlich veränderten Endometrien kann anhand dieser 
Studie nicht gemacht werden, denn MHC-II wird von Makrophagen, Monozyten, 
dendritischen Zellen, Lymphozyten, Endothelzellen und Epithelzellen exprimiert 
(WATSON und DIXON 1993). SUMMERFIELD und WATSON (1998) hingegen wei-
sen keinen signifikanten Unterschied zwischen der Anzahl der Makrophagen inner-
halb entzündlich veränderter und unveränderter Endometrien nach. 
TUNÓN et al. (1999) führen vergleichende Studien zur Phänotypisierung von Im-
munzellen unter Berücksichtigung verschiedener Altersklassen (junge und alte Stu-
ten), unterschiedlicher Parität (nullipare sowie multipare Stuten) und von variablen 
Lokalisationen im Uterus (Cornu uteri und Corpus uteri) durch. Das Alter zeigt dabei 
keinen Einfluss auf die Anzahl der untersuchten Zellpopulationen. Die Parität hinge-
gen hat Einfluss auf die Zellzahl der Makrophagen, allerdings nicht auf die Anzahl 
von CD4+ und CD8+ Zellen. Multipare Stuten zeigen innerhalb des Cornu uteri mehr 
Makrophagen als nullipare. Im Corpus uteri sind insgesamt mehr Makrophagen, 
CD4+ und CD8+ Zellen als im Cornu uteri nachweisbar (TUNÓN et al. 1999). 
TUNÓN et al. (2000) weisen große individuelle Unterschiede zwischen den Stuten 
hinsichtlich der Anzahl CD4+ und CD8+ Zellen auf. 
GRÜNIG et al. (1995) und DE MESTRE et al. (2010) untersuchen Entzündungszell-
populationen innerhalb der equinen Plazenta materna, insbesondere im Bereich der 
Endometrial Cups. Insgesamt finden sich mehr CD4+ Zellen innerhalb der 
Endometrial Cups sowie in deren unmittelbarer Nähe als CD8+ Zellen (GRÜNIG et 
al. 1995; DE MESTRE et al. 2010). Einzelne Stuten weisen wenige, teils in Clustern 
angeordnete B-Zellen auf (GRÜNIG et al. 1995, DE MESTRE et al. 2010). 
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Neutrophile Granulozyten sind lediglich innerhalb der zugrundegehenden 
Endometrial Cups in großer Anzahl detektierbar (GRÜNIG et al. 1995). 
Abschließend ist festzustellen, dass insbesondere die immunhistochemische 
Phänotypisierung der T-Lymphozyten-Subpopulationen bisher nur an Gefriermaterial 
durchgeführt wurde (GRÜNIG et al. 1995; WATSON und THOMSON 1996; TUNÓN 
et al. 1999, 2000; DE MESTRE et al. 2010). 
 
2.1.4 Diagnostische Bedeutung des Endometriumbiopta tes 
Die equine Endometriumbiopsie stellt ein zuverlässiges, risikoloses, aussagekräfti-
ges Verfahren zur Diagnose und prognostischen Bewertung endometrial bedingter 
Fertilitätsstörungen dar (RICKETTS 1975; SCHOON et al. 1997). Die erhobenen Be-
funde gelten als wichtiges Hilfsmittel und / oder Entscheidungshilfe und sind aus-
schließlich komplementär im klinisch-gynäkologischen Kontext zu interpretieren 
(RICKETTS 1975; SCHOON et al. 1992, 1997; SCHLAFER 2007). Zuchttauglich-
keitsuntersuchungen, wiederholtes Umrossen, klinisch manifeste Endometritiden, 
palpierbare uterine Alterationen, güste Stuten, Stuten mit embryonalem Frühtod stel-
len z. B. Indikationen für die Entnahme und histopathologische Auswertung einer 
Endometriumbiopsie dar (SCHOON et al. 1992, 1994; SNIDER et al. 2011). Des 
Weiteren dient das Endometriumbioptat als prognostische Hilfe vor chirurgischen 
Eingriffen, es ist geeignet als Basis für gezielte problemorientierte Therapiemaßnah-
men sowie als Kontrolle für den Therapieerfolg konservativer Behandlungen 
(KENNEY 1977; KENNEY und DOIG 1986; SCHOON et al. 1992). Als einzige Kont-
raindikation zur Biopsieentnahme gilt eine Trächtigkeit (RICKETTS 1975; KENNEY 
1977; SNIDER et al. 2011). Bei wiederholten Beprobungen können Komplikationen 
in Form einer geringgradigen Verschiebung des Zyklusverlaufes auftreten 
(BRUNCKHORST et al. 1991). 
Ein einziges Bioptat (ca. 10 x 3 x 3 mm groß) stellt 0,1 bis 0,2 % der gesamten Ober-
fläche des Endometriums dar und ist repräsentativ für das gesamte equine 
Endometrium bei klinisch unauffälligen Uteri oder bei diffusen Alterationen 
(BERGMAN and KENNEY 1976; SCHOON et al. 1994; SNIDER 2011). Bei fokalen 
Veränderungen im Endometrium sollten mehr als zwei Proben entnommen und aus-
gewertet werden (SCHOON et al. 1994). 
Nicht-eitrige Endometritiden, degenerative Alterationen (Endometrose), Gefäß- sowie 
Lymphgefäßveränderungen und Differenzierungsstörungen können ausschließlich 
durch die histopathologische Untersuchung eines Endometriumbioptates diagnosti-
ziert werden (SCHOON et al. 1997). 
Anhand der erhobenen histopathologischen Veränderungen (entzündlich sowie de-
generativ) lässt sich eine Kategorisierung nach KENNEY und DOIG (1986), modifi-
ziert nach SCHOON et al. (1992) vornehmen. Des Weiteren werden die Güstzeit 
einer Stute und das Vorliegen einer Atrophie während der physiologischen Decksai-
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son bei der Einordnung in die zutreffende Kategorie berücksichtigt. Die jeweilige Ka-
tegorie ermöglicht eine Aussage über die zu erwartende wahrscheinliche Abfohlrate 
(siehe Seite 9) (KENNEY und DOIG 1986; SCHOON et al. 1992). 
Insgesamt ist die histopathologische Untersuchung eines Endometriumbioptates eine 




Das Immunsystem besteht aus Effektorzellen und Molekülen, die den Körper vor In-
fektionserregern und anderen Noxen schützen. Zu den vier Hauptaufgaben zählen: 
1. Das immunologische Erkennen 
2. Abwehrfunktionen bzw. bekämpfende Aufgaben 
3. Die immunologische Regulation (Selbstregulation) 
4. Das immunologische Gedächtnis (MURPHY et al. 2012). 
 
2.2.1 T-Lymphozyten 
T-Lymphozyten entstehen im Knochenmark aus der Teilung pluripotenter 
hämatopoetischer Stammzellen zu lymphatischen Progenitorzellen. Diese Vorläufer-
zellen verlassen das Knochenmark über den Blutkreislauf und gelangen zum Thy-
mus, wo die weitere Entwicklung, Selektion und Reifung stattfindet. Aufgrund der 
Thymus-abhängigen Reifung resultiert der Name T-Lymphozyt oder T-Zelle. 
T-Lymphozyten verlassen den Thymus als reife naive Zellen, besiedeln das periphe-
re / sekundäre lymphatische Gewebe und werden durch die Antigenbindung an den 
T-Zell-Rezeptor (TCR) aktiviert (MURPHY et al. 2012). 
T-Lymphozyten können aufgrund ihrer unterschiedlichen T-Zell-Rezeptoren in zwei 
große Gruppen eingeteilt werden (Abb. 6, Seite 15): Einerseits bestehen die T-Zell-
Rezeptoren aus α- und β-Ketten und andererseits aus γ- und δ-Ketten und werden 
demzufolge, entsprechend ihrer TCR-Ketten, als α:β-T-Zellen und γ:δ-T-Zellen be-
zeichnet (MURPHY et al. 2012; HUSSELL und JEFFERY 2018). Der T-Zell-Rezeptor 
wird an der Oberfläche exprimiert, identifiziert Antigene und bildet mit CD3 einen 






















Die α:β-T-Zellen werden anhand der akzessorischen Moleküle subklassifiziert: Einer-
seits existieren Helfer-T-Lymphozyten, die CD4 als Korezeptor exprimieren. Anderer-
seits gibt es zytotoxische T-Lymphozyten, die CD8 als Korezeptor besitzen (Abb. 6) 
(MACGAVIN und ZACHARY 2009; MURPHY et al. 2012). Die Korezeptoren werden 
an der Oberfläche exprimiert und besitzen die Aufgabe, den TCR zu stabilisieren 
(HUSSELL und JEFFERY 2018). CD4+ Lymphozyten und CD8+ Lymphozyten sind 
Teil der erworbenen, zellulären Immunität (MURPHY et al. 2012). α:β-T-Zell-
Rezeptoren können Antigene nur in Form von Peptidfragmenten in Verbindung mit 
dem Haupthistokompatibilitätskomplex (MHC) erkennen. Dieses Phänomen wird als 
MHC-Restriktion bezeichnet (MACGAVIN und ZACHARY 2009; MURPHY et al. 
2012). Die CD4+ Lymphozyten erkennen MHC-II-gebundenes Antigen (MACGAVIN 
und ZACHARY 2009). MHC-II wird von Antigen-präsentierenden Zellen, wie dendriti-
schen Zellen, Makrophagen und B-Lymphozyten, exprimiert (MURPHY et al. 2012; 
NESMIYANOV 2014; HUSSELL und JEFFERY 2018). T-Helfer-Zellen differenzieren 
sich in Abhängigkeit vom vorherrschenden Zytokinprofil am Entzündungsort in Th1-, 
Th2-, Th17-, regulatorische (Treg) sowie follikuläre T-Helfer-Zellen (Tfh) (MACGAVIN 
und ZACHARY 2009; BELL 2013; MORAN 2015; HUSSELL und JEFFERY 2018; 
UWADIAE 2018). In Tab. 1 (Seite 16) werden die Aktivierung, die Produktion von 
Zytokinen und die Aufgaben der jeweiligen Subpopulationen im Überblick dargestellt. 
Abb. 6: T-Lymphozytenpopulationen sowie deren Rezeptoren 
Tab. 1: Auswahl wichtiger Charakteristika der Helfer-T-Lymphozyten-Subpopulationen 
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Zytotoxische T-Lymphozyten sind auf das Erkennen von MHC-I-gebundenem Anti-
gen spezialisiert (MACGAVIN und ZACHARY 2009; MURPHY et al. 2012; 
WISSINGER 2013). MHC-I wird von allen kernhaltigen Körperzellen exprimiert. Zu 
der Hauptaufgabe der CD8+ Lymphozyten zählt die Abwehr gegen intrazelluläre Pa-
thogene, wie Viren und intrazelluläre Bakterien (MURPHY et al. 2012; WISSINGER 
2013). Durch die Produktion und Abgabe von zytotoxischen Granula (Perforine und 
Granzyme) wird die Apoptose / Destruktion der infizierten Zelle eingeleitet (MURPHY 
et al. 2012; WISSINGER 2013). Zudem erfolgt eine Produktion und Sekretion der 
Zytokine TNF-α und IFN-γ (WISSINGER 2013). Zytotoxische T-Zellen können, wie T-
Helfer-Zellen, entsprechend des Sekretionsmusters der Zytokine, ebenfalls in einen 
Typ 1 (Tc1) und 2 (Tc2) untergliedert werden (WOODLAND und DUTTON 2003; 
MURPHY et al. 2012). 
Die γ:δ-T-Zellen sind eine kleine Untergruppe der T-Lymphozyten beim Menschen 
(MURPHY et al. 2012; EBERL und HAYDAY 2017). Bei den meisten Säugetieren 
exprimiert ebenfalls nur eine Minderheit der T-Zellen den γ:δ-T-Zell-Rezeptor. Eine 
Ausnahme sind Schweine und Wiederkäuer (MACGAVIN und ZACHARY 2009). Der 
TCR der γ:δ-T-Zellen ist im Gegensatz zum TCR der α:β-T-Zellen relativ unveränder-
lich und hat eine limitierte Diversität (MURPHY et al. 2012; EBERL und HAYDAY 
2017). Das Zielantigen wird direkt an den TCR gebunden (MURPHY et al. 2012). 
Aus diesem Grund werden die γ:δ-T-Zellen in der Literatur zur „first line of defense“ 
gezählt, also der angeborenen Immunität zugeordnet (EBERL und HAYDAY 2017). 
Es werden im Blut zirkulierende und Gewebe-assoziierte γ:δ-T-Zell-Subpopulationen 
beschrieben (EBERL und HAYDAY 2017). Insbesondere im epidermalen und 
mukosalen Gewebe sind γ:δ-T-Zellen nachweisbar (EBERL und HAYDAY 2017). Die 
Immunantwort basiert auf der Produktion von Chemokinen und Zytokinen, der Zyto-
lyse und auf der Interaktion mit Epithelzellen, Monozyten, dendritischen Zellen, 
neutrophilen Granulozyten und B-Zellen (EBERL und HAYDAY 2017). EBERL und 
HAYDAY (2017) beschreiben sogar die Fähigkeit dieser Zellpopulation, bestimmte 
Tumorzellen zu erkennen und zu bekämpfen. 
 
2.2.2 B-Lymphozyten 
Die B-Zellentwicklung findet im Knochenmark statt, ausgehend von den lymphati-
schen Vorläuferzellen (MURPHY et al. 2012). Im Gegensatz zu den T-Lymphozyten 
reifen B-Lymphozyten im Knochenmark (bone marrow) (LEBIEN und TEDDER 2008; 
MURPHY et al. 2012; PRICE 2013). Beim Vogel dagegen erfolgt die Reifung der B-
Lymphozyten in der Bursa Fabricii, woher sich der Name ableiten lässt (LEBIEN und 
TEDDER 2008; MURPHY et al. 2012). In der Literatur sind folgende Subpopulatio-
nen beschrieben: B1-, B-Zellen der Randzone der Milz, B2- und regulatorische B-
Zellen (LEBIEN und TEDDER 2008; MURPHY et al. 2012). Deren Aufgabe ist es, 
freie, extrazelluläre Antigene an die B-Zell-Rezeptoren (BCR) zu binden. Es folgt ei-
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ne Aktivierung der B-Lymphozyten und eine Differenzierung zu Antikörper-
produzierenden Plasmazellen (LEBIEN und TEDDER 2008; MURPHY et al. 2012; 
PRICE 2013; ROGHANIAN und NEWMAN 2018). Die Antigen-spezifischen Immun-
globuline, Antikörper, sind Bestandteil der humoralen erworbenen Immunität 
(MURPHY et al. 2012; PRICE 2013). 
 
2.2.3 Makrophagen 
Monozyten entwickeln sich aus myeloischen Stammzellen des Knochenmarks. Sie 
verlassen das Knochenmark und zirkulieren im Blut. Monozyten differenzieren sich 
zu Gewebsmakrophagen, wenn sie den Blutkreislauf verlassen und in das Gewebe 
immigrieren. Einerseits können Monozyten unter physiologischen Bedingungen in 
das Gewebe einwandern. Anderseits werden sie durch bestimmte Mediatoren aus 
dem Blut in ein Entzündungsgebiet rekrutiert (MCGAVIN und ZACHARY 2009; 
MURPHY et al. 2012; ZACHARY 2017). 
Unter physiologischen Bedingungen differenzieren sich Monozyten zu hochspeziali-
sierten Gewebsmakrophagen, sog. residente Makrophagen. Es existieren freie und 
ortsständige Makrophagen, hierzu zählen u. a. Makrophagen im Bindegewebe 
(Histiozyten = freie Makrophagen), in der Leber (Kupffer-Zellen = ortsständige Mak-
rophagen), in den Lungen (Alveolarmakrophagen = freie Makrophagen), in den 
Lymphknoten (freie und ortsständige Makrophagen), in der Milz (freie und ortsständi-
ge Makrophagen), in der Haut (ortsständige Makrophagen) etc. Die Anzahl der resi-
denten Gewebsmakrophagen wird aufrechterhalten: 1. durch einwandernde 
Blutmonozyten; 2. durch ortsständige Proliferation und 3. durch den biologischen 
„Turnover“ (MCGAVIN und ZACHARY 2009; MURPHY et al. 2012; ZACHARY 2017). 
Liegt eine Entzündungsreaktion im Gewebe vor, differenzieren sich einwandernde 
Blutmonozyten zu Makrophagen mit spezialisierten Funktionen (Tab. 2, Seite 20). 
Die vorherrschenden T-Lymphozyten-Subopulationen sowie Entzündungsmediatoren 
haben einen entscheidenden Einfluss auf die unterschiedliche Aktivierung bzw. Diffe-
renzierung der Makrophagen (ZACHARY 2017). 
Eine klassische Aktivierung der Makrophagen erfolgt durch die Interaktion mit IFN-γ 
und fördert eine proinflammatorische Immunantwort (LASKIN et al. 2011; MARTINEZ 
und GORDON 2014; ZACHARY 2017), synonym werden sie als M1 Makrophagen 
bezeichnet (MILLS et al. 2000). Demgegenüber existieren M2 Makrophagen (MILLS 
et al. 2000), die sog. alternativ aktivierten Makrophagen: sie besitzen die Aufgabe 
der Wundheilung und differenzieren sich aufgrund der Interaktion mit IL-4 sowie IL-
13 (LASKIN et al. 2011; MARTINEZ und GORDON 2014; ZACHARY 2017). In der 
aktuellen Literatur werden zudem regulatorische Makrophagen beschrieben, die 
immunmodulatorische Funktionen ausüben (MOSSER und EDWARDS 2008; 
ZACHARY 2017). Weitere Details über die unterschiedlichen Makrophagen sind in 
Tab. 2 (Seite 20) zusammengefasst. 
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Abschließend ist hervorzuheben, dass Makrophagen sowohl Aufgaben der angebo-
renen Immunität (Phagozytose, Produktion von Chemokinen) als auch Aufgaben der 
erworbenen Immunität (Antigenpräsentation, Regulation der T-Lymphozyten-
Aktivität) erfüllen. 
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Tab. 2: Auswahl wichtiger Charakteristika der Makrophagenpopulationen 
 M1 M2 
Regulatorische  
Makrophagen 




































xische Aktivität ↑1-5 





Marker /  
Rezeptoren 








Legende:  CD = Differenzierungscluster; GM-CSF = Granulozyten-Makrophagen-Koloniebildung-
fördernder Faktor; IFN = Interferon; IL = Interleukin; LPS = Lipopolysaccharid-Protein-Komplex; MHC 
= Haupthistokompatibilitätskomplex; TGF = Transforming growth factor; TLR = Toll-like Rezeptoren; 
TNF = Tumor-Nekrosefaktor 
Literatur:  1LASKIN et al. 2011; 2MARTINEZ und GORDON 2014; 3MURAILLE et al. 2014; 




2.2.4 Immunhistochemische Charakterisierung von equ inen Entzündungs-
zellen 
Die Immunhistochemie ist ein Verfahren, bei dem Makromoleküle mit Hilfe einer spe-
zifischen Antikörperbindung sichtbar gemacht werden (THOMAS und MOLL 2003; 
GRUBER und KLOPFLEISCH 2015). Dies ermöglicht eine Darstellung von Proteinen 
innerhalb von Gewebeschnitten auf histologischer, zellulärer und subzellulärer Ebe-
ne. Die Immunhistochemie wird demzufolge auch als biochemische Mikroanatomie 
bezeichnet (THOMAS und MOLL 2003). Sie findet eine besondere Anwendung in der 
Tumordiagnostik und ermöglicht z. B. die Identifikation spezifischer Moleküle der 
Tumorzelle: somit kann u. a. die Zuordnung zu einem Ursprungszelltyp erfolgen bzw. 
eine Prognose hinsichtlich des biologischen Tumorverhaltens gestellt werden 
(GRUBER und KLOPFLEISCH 2015). Des Weiteren sind verschiedene Erregerstruk-
turen (Viren, Bakterien, Pilze) mittels der Immunhistochemie nachweisbar. Das Ver-
fahren findet demzufolge Anwendung in der Infektionsdiagnostik (MCGAVIN und 
ZACHARY 2009; GRUBER und KLOPFLEISCH 2015). Ein bedeutendes Anwen-
dungsgebiet ist die immunhistochemische Charakterisierung von immunpathologi-
schen Veränderungen (THOMAS und MOLL 2003). Die Immunzellphänotypisierung 
nimmt hierbei eine zentrale Rolle ein (KLEIN 2015; KLOSE 2015; WAGNER 2018). 
In der Tiermedizin werden oft kommerziell erhältliche Antikörper genutzt. 
Immunhistochemische Untersuchungen am equinen Gewebe stellen häufig eine 
Herausforderung dar, denn es existieren z. T. nur sehr wenige oder keine Pferde-
spezifischen, kommerziell erhältlichen Antikörper. Die Kreuzreaktivität von anderen z. 
B. humanen oder bovinen Antikörpern mit einem spezifischen Pferde-Antigen ist 
demzufolge die Voraussetzung für deren Anwendung in der Immunhistochemie. 
In Tab. 3 (Seite 23) wird auf die charakteristischen Differenzierungscluster (CD, clus-
ter of differentiation) der Entzündungszell-(sub-)populationen eingegangen. Sie be-
zeichnen Gruppen von Antikörpern, die dasselbe Oberflächenmolekül erkennen 
(MURPHY et al. 2012). Die Oberflächenmoleküle werden demzufolge mit CD und 
einer für sie spezifischen Nummer klassifiziert (MURPHY et al. 2012). Zudem sind in 
Tab. 3 (Seite 23) kommerziell erhältliche Antikörper aufgeführt, die eine 
immunhistochemische Darstellung von equinen Immunzellen ermöglichen. 
Anti-CD3 ist der beste und geläufigste Pan-T-Zell-Marker sowohl in der Human- als 
auch in der Tiermedizin (THOMAS und MOLL 2003; GRUBER und KLOPFLEISCH 
2015). KLOSE (2015) und KLEIN (2015) weisen equine T-Lymphozyten mittels des 
humanen anti-CD3 Antikörpers an Formalin-fixierten Gewebeproben innerhalb des 
Endometriums der Stute nach. Anti-CD4 ist ein geeigneter Marker zum Nachweis von 
Helfer-T-Lymphozyten und anti-CD8 für den Nachweis von zytotoxischen T-
Lymphozyten (THOMAS und MOLL 2003). Es existieren bereits, zum Teil handelsüb-
liche, monoklonale Antikörper gegen equines CD4 und equines CD8 zur 
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immunhistochemischen Anwendung - allerdings lediglich an Gefriermaterial (LUNN et 
al. 1991; KYDD et al. 1994; LUNN et al. 1998). 
KALSOW et al. (1998) zeigen eine konstant hohe Kreuzreaktivität des humanen mo-
noklonalen Antikörpers anti-CD20 mit equinen B-Zellen an fixiertem Gewebe (u. a. 
Formalin-fixiertes Gewebe). FLAMINIO et al. (2007) bestätigen eine Kreuzreaktion 
equiner B-Lymphozyten mit dem humanen anti-CD20 Antikörper. 
CD172a, SIRPα, ist ein Transmembranprotein, welches überwiegend auf myeloiden 
Zellen exprimiert wird (TAYLOR et al. 2005; BARCLAY und VAN DEN BERG 2014). 
Eine stabile Expression auch während verschiedener entzündlicher Reaktionen wird 
beschrieben (BARCLAY und VAN DEN BERG 2014). Bovines anti-CD172a zeigt ei-
ne Kreuzreaktivität mit equinen Makrophagen und ist als equiner Pan-Makrophagen-
Marker bekannt (KYDD et al. 1994; TUMAS et al. 1994; IBRAHIM et al. 2007). 
Immunhistochemische Untersuchungen an equinem Gefriermaterial zeigen, dass 
equine Makrophagen mithilfe dieses Antikörpers nachweisbar sind (KYDD et al. 
1994; TUMAS et al. 1994; DAKIN et al. 2012). CD14 ist ein Rezeptor zur Bindung 
von LPS (TAYLOR et al. 2005) und ein Korezeptor von TLR4 sowie TLR2 und wird 
auf der Oberfläche von myeloiden Zellen exprimiert (ARROYO-ESPLIGUERO et al. 
2004; TAYLOR et al. 2005). Eine Expression von CD14 ist auf M1 Makrophagen be-
schrieben (MARTINEZ und GORDON 2014). Equine Makrophagen weisen eine 
Kreuzreaktion mit dem humanen anti-CD14 Antikörper auf (STEINBACH et al. 2005; 
IBRAHIM und STEINBACH 2012). Mithilfe dieses Antikörpers sind equine M1 Mak-
rophagen in entzündlich veränderten Sehnen (Gefriermaterial) nachweisbar (DAKIN 
et al. 2012). Trotz der positiven immunhistochemischen Reaktion beider Antikörper 
(anti-CD172a und anti-CD14) mit Granulozyten ist eine morphologische Unterschei-
dung zu Makrophagen eindeutig möglich und wurde bei der Auswahl dieser Antikör-
per akzeptiert. CD206, der sog. Mannose-Rezeptor, wird von den meisten 
Makrophagenpopulationen exprimiert (TAYLOR et al. 2005; MARTINEZ-POMAREZ 
2012). Zu den Hauptaufgaben des Mannose-Rezeptors zählen: Die physiologische 
Clearance, Antigenpräsentation und das Erkennen von Pathogenen (TAYLOR et al. 
2005). CD206 wird gesteigert exprimiert durch M2-Stimuli, d. h. beim Vorliegen von 
IL-4 / IL-13 (TAYLOR et al. 2005; MARTINEZ und GORDON 2014). Studien bestäti-
gen eine Kreuzreaktivität des humanen anti-CD206 Antikörpers mit equinen Makro-
phagen (STEINBACH et al. 2005; IBRAHIM und STEINBACH 2007). DAKIN et al. 
(2012) weisen equine M2 Makrophagen in entzündlich veränderten Sehnen (Ge-
friermaterial) mithilfe des humanen anti-CD206 Antikörpers nach. 
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Tab. 3: Spezifische Rezeptoren zur equinen Entzündungszelldifferenzierung 
Zelltyp Rezeptoren  Bedeutung - Rezeptor 










CD46 Korezeptor der T-Helferzellen zur 





CD86 Korezeptor der zytotoxischen T-
Zellen zur Stabilisierung des TCR21 
equines anti-
CD81,2,5 




Makrophagen  CD172a9,17 = SIRPα, Transmembranprotein, 




M1 Makrophagen  CD1418 Korezeptor von TLR4 / TLR2 zur 




M2 Makrophagen  CD20618 Mannose-Rezeptor, gesteigerte 
Expression durch M2-Stimuli9,16,18 
humanes anti-
CD2068,12,14 
Legende:  AK = Antikörper; CD = Differenzierungscluster; LPS = Lipopolysaccharid-Protein-
Komplex; SIRPα = signal regulatory protein alpha; TCR = T-Zell-Rezeptor; TLR = Toll-like Rezeptoren 
Literatur:  1LUNN et al. 1991; 2KYDD et al. 1994; 3TUMAS et al. 1994; 4KALSOW et al. 1998; 
5LUNN et al. 1998; 6THOMAS und MOLL 2003; 7ARROYO-ESPLIGUERO et al. 2004; 8STEINBACH 
et al. 2005; 9TAYLOR et al. 2005; 10FLAMINIO et al. 2007; 11IBRAHIM et al. 2007; 12IBRAHIM und 
STEINBACH 2007; 13LEBIEN und TEDDER 2008; 14DAKIN et al. 2012; 15IBRAHIM und STEINBACH 
2012; 16MARTINEZ-POMAREZ 2012; 17BARCLAY und VAN DEN BERG 2014; 18MARTINEZ und 
GORDON 2014; 19GRUBER und KLOPFLEISCH 2015; 20KLOSE 2015; 21HUSSELL und JEFFERY 
2018 
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2.3 Fixierungsmethoden 
Eine optimale Fixierung erhält Zellen und das Gewebe für die Untersuchung in ihrem 
natürlichen, momentanen Zustand. Moleküleigenschaften, Anfärbbarkeit, Antigenität, 
Enzymaktivitäten, vor allem Größe und Form aller Bestandteile sollen dabei mög-
lichst unverändert bleiben. Zudem ist eine einfache Handhabung wünschenswert. Ein 
Fixans, das alle Kriterien gleichzeitig erfüllt, ist derzeit nicht verfügbar. Es gibt zwei 
Arten von Fixierungsverfahren: Physikalisch oder chemisch. Formaldehyd  zählt zu 
den chemisch wirkenden Fixanzien (MULISCH und WELSCH 2010) und basiert auf 
der Bildung von Methylengruppen mit basischen Aminosäuren (BLUM 1896; 
FRENCH und EDSALL 1945). Das 4 %ige Formaldehyd bzw. 10 %ig gepufferte 
Formalin ist seit BLUMs Entdeckung (1893a, 1894) das populärste, international ge-
bräuchlichste und kostengünstigste Fixierungsmittel (WERNER et al. 2000; ZANINI 
et al. 2012). Sie ist nicht die beste Fixierung, allerdings die am meisten angewandte 
(PAAVILAINEN et al. 2010; ZANINI et al. 2012). Die Formalin-Fixierung durchdringt 
sehr gut das Gewebe. Sie weist eine hervorragende Konservierung hinsichtlich Far-
be, Form und Struktur der Gewebeproben auf, morphologische Details bleiben dabei 
erhalten. Darüber hinaus eignet sich das Formalin-fixierte Material zur Aufbewah-
rung, ohne die Färbbarkeit zu beeinflussen. Die Formalin-Fixierung ist einfach und 
praktikabel anzuwenden und es existiert eine Vielzahl von kommerziell erhältlichen 
Fertiglösungen (BLUM 1893a, 1894; WERNER et al. 2000; MULISCH und WELSCH 
2010; KOCH et al. 2012; ZANINI et al. 2012). Ein bedeutender Nachteil der Formalin-
Fixierung ist die potenzielle allgemein gesundheitsschädigende und kanzerogene 
Wirkung (PRENTØ und LYON 1997). Die Vernetzung und die Bildung von Methylen-
verbindungen verursachen zum Teil irreversible Antigenmaskierungen (BLUM 1896; 
FRENCH und EDSALL 1945; BECKSTEAD 1994). Aufwendige Verfahren der Anti-
gendemaskierung sind z. T. notwendig, um weiterführende immunhistochemische 
Untersuchungen durchzuführen. Demzufolge sind alternative Fixierungsmittel erfor-
derlich, die in der Routinediagnostik praktikabel anzuwenden sind, die die Struktur 
ebenso gut wie die Formalin-Fixierung erhalten, die die Anfärbbarkeit und die Aus-
wertbarkeit gewährleisten und ausgedehnte immunhistochemische Untersuchungen 
ermöglichen. In der Literatur fallen zwei Fixierungsmittel (Zink-basiertes Fixans und 
HOPE®-Fixierung) durch hervorragende Ergebnisse auf. Beide Fixierlösungen sind 
formaldehydfrei. Im Folgenden sind die Eigenschaften näher dargestellt. 
BECKSTEAD (1994) zeigt zum ersten Mal in seinen Versuchen, dass ein Zink-
basiertes Fixativ  vergleichbar gute Ergebnisse zur Formalin-Fixierung hinsichtlich 
des Strukturerhalts und der einfachen Anwendbarkeit zeigt (Abb. 7, Seite 25). Über-
dies weist es eine exzellente Antigenerhaltung, auch über mehrere Jahre auf 
(BECKSTEAD 1994). Es sind keine gesundheitsschädigenden Gefahren im Umgang 
mit der Zink-Fixierung bekannt. Das Fixierungsmittel ist kostengünstig im Labor 
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selbst herstellbar (BECKSTEAD 1994; WESTER et al. 2003; ZANINI et al. 2012), 
aber auch kommerziell erhältlich (Abb. 7) (BECKSTEAD 1994; ZANINI et al. 2012). 
Einige Autoren beschreiben allerdings eine leichte, jedoch vernachlässigbare Zell-
schrumpfung (BECKSTEAD 1994; WESTER et al. 2003; HICKS et al. 2006; LYDIKIS 




OLERT et al. (2001) beschreiben die sogenannte HOPE®-Fixierung  als sanfte Me-
thode das Gewebe zu konservieren (Abb. 8). Das Fixierungsmittel ist eine 
hyperosmolare Lösung, die verschiedene Aminosäuren enthält. Die HOPE®-
Fixierung (Hepes – Glutamic acid buffer mediated Organic solvent Protection Effect) 
konserviert die morphologischen Strukturen ähnlich gut wie die Formalin-Fixierung. 
Des Weiteren beschreiben die Autoren einen hervorragenden, langjährigen Erhalt 
der Antigene (OLERT et al. 2001). Untersuchungsmethoden wie Immunhistochemie 
(ohne Antigendemaskierung), Molekularbiologie und in situ Hybridisierung können 
problemlos an HOPE®-fixierten Gewebeproben durchgeführt werden (OLERT et al. 
2001; WIEDORN et al. 2002; VOLLMER et al. 2006). Die HOPE®-Fixierung ist 
kommerziell als Fertiglösung erhältlich (WITCHELL et al. 2007), allerdings handelt es 
sich hierbei um ein preisintensives Fixierungsmittel (LYKIDIS 2007). Die einzelnen 
Inhaltsstoffe dieser Fixierlösung sind unbekannt (OLERT et al. 2001), demzufolge ist 
eine eigene Herstellung im Labor nicht möglich. Die weitere Aufarbeitung des Gewe-
bes erfolgt unter gekühlten Bedingungen mit einer zweiten HOPE®-Lösung (HOPE® 
II; Abb. 8) unter Verwendung von Azeton (OLERT et al. 2001; ANON. 2012). Es fol-
gen weitere Dehydrierungsphasen in gekühltem Azeton, danach wird das Gewebe in 
niedrigschmelzendes Paraffin (Abb. 8) eingebettet (OLERT et al. 2001; VOLLMER et 
al. 2006; ANON. 2012). Der Arbeits- sowie Zeitaufwand ist vergleichbar mit der Auf-
arbeitung Formalin-fixierter Proben (VOLLMER et al. 2006). OLERT et al. (2001) be-
Abb. 7: 
IHC Zinc Fixative 
Abb. 8 
HOPE®-Fixierung (links), HOPE® II (Mitte), 
niedrigschmelzendes Paraffin (rechts) 
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schreiben sogar eine verkürzte Aufarbeitungszeit (weniger Dehydrierungsschritte). 
Die HOPE®-Fixierung enthält keine Gefahrstoffe, es sind keine gesundheitsschädi-
genden Wirkungen bekannt (ANON. 2012). 
 
2.4 Fazit aus der Literatur bezüglich der Fragestel lung dieser Ar-
beit 
In der equinen Reproduktionsmedizin existieren einige wissenschaftliche Studien, die 
sich mit der Phänotypisierung von Entzündungszellen im entzündlich veränderten 
Endometrium der Stute befassen. Ein Großteil der Untersuchungen charakterisiert 
die Entzündungszellen und z. T. deren Subpopulationen an akut entzündlich verän-
derten Endometritiden (WATSON und DIXON 1993; KATILA 1995; WATSON und 
THOMSON 1996; SUMMERFIELD und WATSON 1998; TUNÓN et al. 2000). Es 
existieren jedoch auch andere Formen der Endometritis (SCHOON et al. 1997). Von 
besonderer Bedeutung ist die subklinische, nicht-eitrige Endometritis; sie kann nur 
mittels eines Endometriumbioptates diagnostiziert werden (SCHOON et al. 1997) 
und ist im Rahmen der Routineuntersuchungen ein häufiger histopathologischer Be-
fund (SCHOON et al. 1997; EBERT et al. 2014). Die Pathogenese ist aktuell noch 
unklar und bietet demzufolge erhebliches wissenschaftliches Potenzial. KLOSE 
(2015) untersucht mononukleäre Entzündungszellen an Formalin-fixierten, equinen 
Endometriumbioptaten. Diese Fixierungsmethode führt allerdings zu z. T. irreversib-
len Antigenmaskierungen (FRENCH und EDSALL1945; BECKSTEAD 1994), die ei-
ne Phänotypisierung von T-Lymphozyten-Subpopulationen verhindert (BECKSTEAD 
1994). WATSON und DIXON (1993) charakterisieren an wenigen persistierenden 
Endometritiden T-Lymphozyten sowie MHC-II-exprimierende Zellen, allerdings an 
Gefriermaterial. Die Charakterisierung von Entzündungszellen an Gefriermaterial ist 
jedoch für den Einsatz in der Routinediagnostik sowie für die Untersuchung größerer 
Serien im Rahmen wissenschaftlicher Projekte ungeeignet. 
Für die Entzündungszelldifferenzierung im equinen Endometrium sind daher alterna-
tive Verfahren zur Gewebsfixierung unabdingbar. Ziel dieser Arbeit soll daher sein, 
eine alternative Methode zur Fixierung von Bioptaten zu etablieren, welche alle An-
forderungen für die Routinediagnostik erfüllt (Praktikabilität, Strukturerhalt, 
Anffärbbarkeit und Auswertbarkeit) und umfangreiche immunhistochemische Unter-
suchungen, insbesondere die immunhistochemische Phänotypisierung von T-
Lymphozyten, Makrophagen und deren Subpopulationen an Routinematerial und 
entsprechend fixiertem Archivmaterial, ermöglicht. Aufbauend auf den gewonnenen 
Ergebnissen sollen Entzündungszell-(sub-)populationen an Endometrien ohne und 
mit einer nicht-eitrigen Endometritis immunhistochemisch analysiert werden (semi-




Ein solches Verfahren wäre, über den Reproduktionstrakt hinaus, vielseitig für unter-
schiedliche Fragestellungen mit dem Fokus eines immunologischen Schwerpunktes 
einsetzbar: z. B. Gastrointestinaltrakt, Lunge, Haut, ZNS, aber auch zur näheren 
Charakterisierung lymphoproliferativer equiner Neoplasien. 
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Folgende Ziele dieser publikationsbasierten Dissertation konnten erreicht werden: 
 
1) Ein alternatives Fixans für die Routinediagnostik konnte kontrolliert etabliert wer-
den. Es besitzt exzellente Eigenschaften hinsichtlich Strukturerhalt, Anfärbbarkeit der 
histologischen Strukturen und Auswertbarkeit. Des Weiteren lassen sich umfangrei-
che immunhistochemische Untersuchungen durchführen. 
 
2) Der immunhistochemische Nachweis von Lymphozyten und Makrophagen inklusi-
ve deren Subpopulationen (mittels anti-CD3, anti-CD4, anti-CD8, anti-CD20, anti-
CD172a, anti-CD14 und anti-CD206) sowie der Nachweis von Plasmazellen mittels 
Methylgrün-Pyronin-Färbung wurde an (alternativ) fixierten equinen Gewebeproben 
etabliert. 
 
3) Die semiquantitative Auswertung der routinemäßig eingesandten equinen 
Endometriumbioptate zeigt, dass die nicht-eitrige Endometritis eine T-Zell-dominierte 
Erkrankung darstellt und mit einer unterschiedlichen Beteiligung von Plasmazellen 
sowie wenigen Makrophagen und B-Lymphozyten einhergeht. 
 
Erstmalig zeigt die vorliegende Arbeit, dass eine immunhistochemische 
Phänotypisierung von Lymphozyten- und Makrophagensubpopulationen an Zinksalz-
fixierten equinen Endometriumbioptaten im histopathologischen Kontext durchgeführt 
werden kann. Die verwendeten immunhistologischen Marker zur Detektion von T-
Lymphozyten, Helfer-T-Lymphozyten, zytotoxischen T-Lymphozyten, B-
Lymphozyten, Makrophagen, M1 sowie M2 Makrophagen ermöglichen eine Charak-
terisierung und einen Vergleich der beteiligten Immunzellen innerhalb von equinen 
Endometriumbioptaten ohne und mit einer nicht-eitrigen oberflächlichen Endometritis. 
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4.1 Etablierung alternativer Methoden zur Gewebefix ierung 
Die histopathologische Untersuchung von HE-gefärbten Endometriumbioptaten von 
Stuten ist maßgeblich für die Charakterisierung der endometrialen Gesundheit und 
stellt einen „Meilenstein“ in der equinen Reproduktionsmedizin dar (SCHLAFER 
2007). Zur Verfügung steht dafür meist eingesandtes, Formalin-fixiertes, equines 
endometriales Gewebe (SCHLAFER 2007; SCHILLING 2017). Das Formalin-fixierte 
Material ist für den Kliniker sowie das Laborpersonal einfach und praktikabel zu 
handhaben (z. B. Lagerung sowie Versand bei Raumtemperatur). Für das Labor 
existieren standardisierte, automatisierte Aufarbeitungssysteme. Das Formalin-
fixierte, Paraffin-eingebettete (FFPE) Material ist gut archivierbar und für Jahrzehnte 
haltbar. Diese Konservierungsmethode liefert demzufolge umfangreiches Material z. 
B. für retrospektive Studien. Hierzu zählen auch immunhistochemische Untersu-
chungen mit einem hohen wissenschaftlichen Stellenwert, sowohl in der Humanme-
dizin als auch in der Tiermedizin (WERNER et al. 2000; SCHLAFER 2007). 
Aufgrund der Bildung von intra- sowie intermolekularen Methylenverbindungen durch 
das Formaldehyd (BLUM 1896; FRENCH und EDSALL 1945) ist häufig jedoch eine 
aufwendige, kosten- sowie zeitintensive und für das jeweilige Antigen „individuelle“ 
Antigendemaskierung notwendig (KOCH et al. 2012). Dies stellt allerdings keine Ga-
rantie für den erfolgreichen immunhistochemischen Nachweis des Antigens dar 
(HICKS et al. 2006). Das Handling bei der Formalin-Fixierung beinhaltet Gefahren 
der akuten und chronischen inhalativen, dermalen und oralen Toxizität. Formalin gilt 
als möglicherweise kanzerogen und es besteht der Verdacht auf die Erzeugung ge-
netischer Defekte (ANON. 2018a). Demzufolge ergibt sich der dringende Bedarf an 
einer alternativen Fixierlösung mit ähnlich guten Eigenschaften hinsichtlich Struktur-
erhalt, Färbbarkeit, Haltbarkeit und Durchführbarkeit komplementärer Untersu-
chungstechniken. 
Die hier vorliegenden Ergebnisse zeigen, dass die Zink-basierte Fixierung die gefor-
derten Eigenschaften besitzt und im Vergleich zur HOPE®-Fixierung deutliche Vor-
teile aufweist (Tab. 4, Seite 58) (HUTH et al. 2014). 
Von der Entnahme der Probe bis zum Eingang im Untersuchungslabor ist die fixierte 
Gewebeprobe potentiell erheblichen Temperaturschwankungen ausgesetzt. Die 
durchgeführten Untersuchungen zeigen (HUTH et al. 2014), dass diese Temperatur-
schwankungen keinen Einfluss auf die Möglichkeiten der Weiterverarbeitung und den 
Strukturerhalt der Zink-fixierten Proben haben und bekräftigen damit die Feststellung 
von BECKSTEAD (1994). Zudem entspricht die Aufarbeitung der Proben weitgehend 
der des Formalin-fixierten Materials (GONZÁLEZ et al. 2001; WESTER et al. 2003; 
HICKS et al. 2006; ZANINI et al. 2012; ANON. 2019). Demzufolge ist eine einfache 
Integration des Zinksalz-fixierten Materials in leicht modifizierbare bereits bestehende 
automatisierte Systeme möglich (HUTH et al. 2014; ANON. 2019). 
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Die konstante Kühlung des HOPE®-Fixans inkl. des zu fixierenden Gewebestückes 
bei 0 bis 4 °C bis zur Einbettung sowie die gekühlte Lagerung der Paraffinblöckchen 
sind essentiell für die Bearbeitung des Materials sowie den Strukturerhalt (OLERT et 
al. 2001). Das bedeutet einen erheblichen Mehraufwand für den Praktiker, der eine 
konstante Kühlung direkt nach der Probenentnahme sowie für den Versand garantie-
ren muss. In der tiermedizinischen Praxis ist das nur schwer realisierbar. Zudem ent-
steht ein erheblicher Aufwand für das Laborpersonal. Des Weiteren müssen die 
Räumlichkeiten des Untersuchungslabors mit entsprechenden Kühleinrichtungen 
ausgestattet sein für die korrekte Lagerung des Fixans, der Aufarbeitungslösungen 
und der Paraffinblöckchen. Die weitere Aufarbeitung der HOPE®-fixierten Gewebe-
proben erfolgt stets unter gekühlten Bedingungen bei 0 bis maximal 2 °C in einem 
HOPE®-II-Azeton-Gemisch. Gekühltes Azeton wird für drei weitere Dehydrierungs-
phasen des Gewebes verwendet. Danach wird das Gewebe in niedrigschmelzendes 
Paraffin (52 - 54 °C) eingebettet (OLERT et al. 2001; VOLLMER et al. 2006). 
VOLLMER et al. (2006) halten die HOPE®-Fixierung für praktikabel und einfach an-
zuwenden; ähnlich wie die Anwendung der Formalin-Fixierung. Die erzielten Erfah-
rungen dieser Studie können diese Aussage allerdings nicht bestätigen (HUTH et al. 
2014). Formalin-fixierte Gewebeproben werden in einer aufsteigenden Alkoholreihe 
und in handelsüblichem Paraffin (Schmelztemperatur zwischen 56 - 58 °C) aufgear-
beitet, hierfür stehen automatisierte Systeme zur Verfügung. Die Aufarbeitung der 
HOPE®-fixierten Gewebeproben und die der Formalin-fixierten Gewebeproben un-
terscheiden sich erheblich (HUTH et al. 2014). Eine Integration des HOPE®-fixierten 
Materials in die bereits bestehenden automatisierten Aufarbeitungssysteme der For-
malin-Fixierung ist daher unmöglich (KOCH et al. 2012). Eine komplette Umstruktu-
rierung des Labors bzw. des Routineablaufs sind notwendig, damit die HOPE®-
Fixierung in der Routinediagnostik angewendet werden kann. 
Zink-basierte Fixierungslösungen zeigen einen finanziellen Vorteil gegenüber der 
HOPE®-Fixierung (HUTH et al. 2014). Das Zink-basierte Fixans ist kostengünstig als 
kommerzielle Fertiglösung erhältlich. Des Weiteren besteht die Möglichkeit der preis-
sparenden Selbstherstellung (BECKSTEAD 1994; WESTER et al. 2003; ZANINI et 
al. 2012). Die HOPE®-Fixierung ist dagegen lediglich als kostenintensive Fertiglö-
sung kommerziell erhältlich (LYKIDIS et al. 2007). 
BECKSTEAD (1994) beschreibt einen vergleichbaren Strukturerhalt von ZFPE- ge-
genüber FFPE-Material. Die vorliegenden Ergebnisse bekräftigen diese Aussage 
(HUTH et al. 2014). Lediglich zu vernachlässigende Artefakte sowie eine höhere Af-
finität zu dem Farbstoff Eosin können, wie auch von ZANINI et al. (2012) beobachtet, 
bestätigt werden. 
Hinsichtlich des HFPE-Materials beschreiben OLERT et al. (2001), WIEDORN et al. 
(2002) und VOLLMER et al. (2006) einen dem FFPE-Material vergleichbar guten 
Strukturerhalt. Die eigenen Ergebnisse zeigen allerdings einen suboptimalen Struk-
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turerhalt des HFPE-Materials und widersprechen demzufolge den Beobachtungen 
dieser Autoren. Deutlich mehr Artefakte, z. B. Spaltenbildung und Separation von 
Gewebestrukturen in HFPE-Material wurden, nicht nur in der hier vorliegenden Arbeit 
(HUTH et al. 2014), sondern wiederholt in der Literatur erwähnt (OLERT et al. 2001; 
HORNICKEL et al. 2011). Dies führt möglicherweise zu einer eingeschränkten Aus-
wertbarkeit oder sogar zu Fehlinterpretationen des zu untersuchenden Materials. 
Einige Autoren beschreiben erhebliche Zellschrumpfungsartefakte und eine ungenü-
gende Penetration des Gewebes, insbesondere für ZFPE-Material (BECKSTEAD 
1994; WESTER et al. 2003; HICKS et al. 2006; LYKIDIS et al. 2007; ZANINI et al. 
2012; RIEGER et al. 2013), aber auch für HPFE-Material (KOCH et al. 2012; 
PAAVILAINEN et al. 2010). In der vorliegenden Arbeit konnten diese nachteiligen 
Effekte weder für ZFPE-, noch für HFPE-Material nachgewiesen werden (HUTH et al. 
2014). 
Sowohl die HOPE®- als auch die Zink-Fixierung zeigen Vorteile gegenüber der For-
malin-Fixierung hinsichtlich der Anwendung immunhistochemischer Verfahren: Me-
thoden zur Antigendemaskierung sind nicht notwendig und sogar eine Einsparung 
des Primärantikörpers konnte erzielt werden (HUTH et al. 2014). Dies stützt die Aus-
sagen in der Literatur (BECKSTEAD 1994; GONZÁLEZ et al. 2001; OLERT et al. 
2001; HICKS et al. 2006; VOLLMER et al. 2006). 
Die gesundheitlichen Risiken beim Umgang mit beiden alternativen Fixanzien wur-
den als gering eingestuft. Lediglich laborübliche Schutzmaßnahmen (Handschuhe, 
Schutzbrille, Laborkleidung) beim Umgang mit den Lösungen sind vorgeschrieben 
(BECKSTEAD 1994; WESTER et al. 2003; ANON. 2012). Die Zink-basierte Fixierung 
ist aufgrund der möglichen Schädigung des aquatischen Milieus gesondert zu ent-
sorgen (ANON. 2018b). Das Zink-basierte Fixans und die HOPE®-Fixierung besitzen 
nach Literaturangaben keine antiseptische Wirkung im Gegensatz zur Formalin-
Fixierung (BLUM 1893b; HICKS et al. 2006; ANON. 2012). Erste Ergebnisse interner 
Untersuchungen ergeben eine z. T. ausreichende Reduktion der Keimkonzentratio-
nen durch die Zink-Fixierung unter den Bedingungen einer Desinfektionsmittelprü-
fung und zeigen demzufolge eine (variable) antiseptische Wirkung (K. KLOSE, 
persönliche Mitteilung, Leipzig, 31.01.2019). Im Allgemeinen sind die Tätigkeiten mit 
tierischen Probenmaterialien von Vertebraten (Primaten ausgenommen) der Schutz-
stufe 1 laut „Technische Regeln für Biologische Arbeitsstoffe 100“ (Schutzmaßnah-
men für Tätigkeiten mit biologischen Arbeitsstoffen in Laboratorien) zuzuordnen. Eine 
Infektionsgefährdung ist durch Krankheitserreger nicht auszuschließen, aber unter 
Beachtung der allgemeinen Hygienemaßnahmen vernachlässigbar. Lediglich bei ei-
nem begründeten Verdacht, dass eine Infektion mit einem Zoonose-Erreger vorliegt, 
sind mindestens die Schutzmaßnahmen der Schutzstufe 2 einzuhalten (ANON. 
2018c). Demzufolge sind beim Umgang mit equinen Endometriumbioptaten die fol-
genden Grundregeln im Laborbetrieb einzuhalten (Arbeiten unter S2-Bedingungen): 
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u. a. Tragen von Schutzkleidung, Desinfektion der Arbeitsbereiche, Desinfektion und 
Reinigung der Hände. 
Abschließend ist hervorzuheben, dass die Zinksalz-Fixierung eine gute Alternative 
zur üblich eingesetzten Formalin-Fixierung darstellt. Die fixierten Proben sind mit ge-
ringen Modifikationen der Aufarbeitung in bereits automatisierte Aufarbeitungsverfah-
ren (Hypercenter XP) integrierbar. D. h. die Zinksalz-fixierten Proben werden erst 
nach der ausgedehnten Wasserspülung dem Hypercenter zugeführt, somit ist ein 
Kontakt mit Formalin ausgeschlossen (HUTH et al. 2014). Histochemische und 
immunhistochemische Untersuchungen sind dann nach einer Anpassungs- und 
Etablierungsphase ohne Vorbehandlung (Antigendemaskierung) problemlos durch-
führbar, ebenso moderne Verfahren, wie molekularbiologische Untersuchungen. Da-
rüber hinaus ist diese Fixierungsmethode geeignet für das Fixieren von Gewebe 
anderer Tierarten (RIEGER et al. 2013). Insgesamt stellt dieses Fixans eine vielver-
sprechende und gesundheitsschonendere Variante für die Routinediagnostik und für 
zukünftige Studien dar. 
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RT7,10 RT2,13 0 - 4 °C4,8 
Fixierdauer  bis zu 24 h bei RT7 24 - 48 h bei RT13 12 - 72 h bei 0 - 4 °C8 
Aufarbeitung  automatisierte Systeme: 
1. Formalin (RT) 
2. aufsteigende Alkohol-
reihe (RT) 
3. Paraffin (56 - 58 °C)10 
modifizierte automatisierte 
Systeme: 




(56 - 58 °C)2,10,13 
1. HOPE® I (0 - 4 °C) 
2. HOPE® II + Azeton (0 -
 2 °C) 
3. 3 x Azeton (0 - 2 °C) 
4. niedrigschmelzendes 
Paraffin (52 - 54 °C)4,8 
Preis  günstig3 
(kommerzielle FL, SH)9 
günstig5 
(kommerzielle FL, SH)2,9 
preisintensiv6 
(lediglich FL erhältlich)4 





mehr Artefakte (z. B. 
Spaltenbildung)4,10 
 geübtes Personal bei 
der Schnittanfertigung4 
HE-Färbung  exzellent10 exzellent10 





z. T. Einsparung des Pri-
märantikörpers10 
Antigenerhalt4,10 











Antiseptikum  ja1 variabel14 nein8 
Legende:  h = Stunden; HE = Hämalaun-Eosin; IHC = Immunhistochemie; FL = Fertiglösung; RT = 
Raumtemperatur; SH = Selbstherstellung;   optimale,  akzeptable,   suboptimale Eigen-
schaften 
Literatur:  1BLUM 1893b; 2BECKSTEAD 1994; 3WERNER et al. 2000; 4OLERT et al. 2001; 
5WESTER et al. 2003; 6LYKIDIS 2007; 7MULISCH und WELSCH 2010; 8ANON. 2012; 9ZANINI et al. 
2012; 10HUTH et al. 2014; 11ANON. 2018a; 12ANON. 2018b; 13ANON. 2019; 14K. KLOSE, persönliche 
Mitteilung, Leipzig, 31.01.2019 
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4.2 Immunhistochemische Detektion von Immunzell-
(sub-)populationen 
In der heutigen medizinischen Forschung spielt die Detektion von spezifischen Nuk-
leinsäuren eine immer größere Rolle (HORN et al. 2005). PCR, FACS und in situ 
Hybridisierung sind Methoden, die auch bei wissenschaftlichen Untersuchungen am 
equinen Endometrium zunehmend Anwendung finden (DE MESTRE et al. 2010; 
JÄGER et al. 2011; CHRISTOFFERSEN et al. 2012; SCHÖNIGER et al. 2013; 
WOODWARD et al. 2013; SCHÖNIGER et al. 2017). Trotzdem ist und bleibt die kon-
ventionelle Immunhistochemie eine erstklassige Methode zur Beurteilung der funkti-
onellen Morphologie des gesunden und erkrankten equinen Endometriums 
(SCHLAFER 2007). Der wesentliche Vorteil dieser Methode besteht in der Möglich-
keit einer Beurteilung von Einzelzellen im geweblichen Kontext (KÜHL 2016). Dies ist 
z. B. von besonderer Bedeutung, wenn bestimmte Rezeptoren von mehreren Zellen 
exprimiert werden (GRÜNIG et al. 1995; TAYLOR et al. 2005). In den vorliegenden 
Publikationen konnte anhand der Morphologie gezeigt werden, dass keine 
Koexpression von CD4- und / oder CD8-Rezeptoren auf equinen Makrophagen exis-
tiert (HUTH et al. 2014; RUDOLPH et al. 2017). Dies widerspricht der Aussage von 
GRÜNIG et al. (1995), die eine Koexpression auf Makrophagen beschreiben. Die 
eingesetzten Antikörper anti-CD4 und anti-CD8 reagieren mit den jeweiligen equinen 
Korezeptoren CD4 bzw. CD8 des T-Zell-Rezeptors (KYDD et al. 1994) und erlauben 
somit eine immunhistologische Identifizierung der beiden definierten Zelllinien 
(WOODLAND und DUTTON 2003; HUTH et al. 2014; RUDOLPH et al. 2017). Die 
Morphologie CD4+ und CD8+ Zellen stimmt jeweils mit Lymphozyten überein (HUTH 
et al. 2014). 
Obwohl die Rezeptoren CD172a und CD14 nicht nur auf Makrophagen, sondern 
auch auf Granulozyten exprimiert werden (TAYLOR et al. 2005) und somit ebenfalls 
eine positive immunhistochemische Reaktion mit den entsprechenden Antikörpern 
hervorrufen, ist eine eindeutige Abgrenzung dieser Zellpopulationen untereinander 
anhand der Morphologie möglich. Dies wurde demzufolge bei der Auswahl beider 
Antikörper (anti-CD172a und anti-CD14) toleriert und bei den durchgeführten Unter-
suchungen berücksichtigt (RUDOLPH et al. 2017). 
Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass eine immunhistochemische Identifizierung 
der T-Lymphozyten, einschließlich Helfer-T-Lymphozyten und zytotoxischer T-
Lymphozyten, sowie Makrophagen, deren Subpopulationen und B-Lymphozyten 
problemlos am fixierten equinen Gewebe möglich ist (HUTH et al. 2014; RUDOLPH 
et al. 2017). Demzufolge ist das angewandte Detektionsverfahren, die 
Immunhistochemie, eine sehr gute Methode um Entzündungszelldifferenzierungen 
an fixierten equinen Endometriumbioptaten durchzuführen, geeignet selbst für den 
Einsatz in der Routinediagnostik. Darüber hinaus existiert die Möglichkeit, diese Me-
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thode an anderen equinen Organen anzuwenden. Demzufolge ist eine Entzündungs-
zelldifferenzierung im morphologisch-funktionellen Kontext, z. B. innerhalb des 
Gastrointestinaltrakts, der Haut, der Lunge und / oder im ZNS denkbar. 
 
4.3 Erkenntnisse im Hinblick auf die Pathogenese ni cht-eitriger 
Endometritiden 
Das mukosale Immunsystem ist eine besondere Einrichtung des peripheren Immun-
systems mit wirksamen Abwehrmechanismen, die nahe der inneren Oberflächen lie-
gen, um diese vor dem Eindringen von Pathogenen zu schützen (MURPHY et al. 
2012). Dies umfasst alle mit Schleimhaut ausgekleideten inneren Organe, demzufol-
ge auch den Urogenitaltrakt (MCGHEE und FUJIHASHI 2012; MURPHY et al. 2012). 
Die Immunzellen, insbesondere Lymphozyten, Makrophagen und dendritische Zel-
len, finden sich verteilt innerhalb des Epithels und der Lamina propria, aber auch in 
organisierten lymphatischen Kompartimenten des Organes selbst (MCGHEE und 
FUJIHASHI 2012; MURPHY et al. 2012). Die Immunzellen sind die Effektorzellen der 
lokalen Immunantwort und können auch im gesunden Gewebe zahlreich nachgewie-
sen werden (MURPHY et al. 2012). Laut Literaturangaben treten Immunzellen eben-
falls im normalen equinen Endometrium auf (KENNEY 1978; BRUNCKHORST et al. 
1991; WATSON und DIXON 1993; FRAYNE und STOKES 1994; WATSON und 
THOMSON 1996; SUMMERFIELD und WATSON 1998; KLOSE 2015). Die vorlie-
genden Ergebnisse bestätigen diese Literaturangaben: T-Lymphozyten, deren Sub-
populationen, Plasmazellen sowie vereinzelte Makrophagen sind im normalen 
Endometrium vorzufinden und repräsentieren demzufolge Zellen des mukosalen Im-
munsystems. Zudem konnten deutliche individuelle Unterschiede der CD4+ und 
CD8+ Zellen nachgewiesen werden, wobei kein Zusammenhang zum Zyklusgesche-
hen gezeigt werden konnte (HUTH et al. 2014; RUDOLPH et al. 2017). Möglicher-
weise deuten die Ergebnisse dieser Arbeit auf einen variablen Immunstatus der 
Stuten hin, der durch die Exposition gegenüber verschiedenen Antigenen und / oder 
die genetische Prädispositionen beeinflusst wird (Abb. 9, Seite 61). Laut Literaturan-
gaben sind die Mikroumgebung, das Vorherrschen bestimmter Hormone sowie ande-
re modulierende Faktoren entscheidend für den Gehalt und die Zusammensetzung 
der Immunzellpopulationen innerhalb der Schleimhäute und bekräftigen somit die 
hier aufgestellte Hypothese (MURPHY et al. 2012; WIRA et al. 2014). Im Rahmen 
weiterer Untersuchungen sollte daher eine größere Zahl unveränderter Endometrien 
fertiler Stuten untersucht werden, um die individuelle Variabilität des mukosalen Im-





















Bei einer nicht-eitrigen equinen Endometritis treten gegenüber dem normalen 
Endometrium erhöhte T-Zell-, B-Zell-, Plasmazellen- und Makrophagenwerte auf. T-
Lymphozyten stellen bei allen untersuchten Stuten mit dieser Diagnose die dominie-
rende Zellpopulation dar. Entzündlich veränderte Endometrien weisen zudem eine 
hohe individuelle Variabilität der Gesamt-T-Zell-, Helfer-T-Zell- und zytotoxischen T-
Zell-Zahlen auf. Dies lässt derzeit nicht näher charakterisierbare Untergruppen der 
nicht-eitrigen Endometritis vermuten (Abb. 9). Zu deren Differenzierung sind weitere 
Untersuchungen größerer Probenzahlen notwendig. Um auch die individuelle Varia-
bilität hinsichtlich der Zusammensetzung der Entzündungszellpopulationen beurteilen 
zu können, sind nachfolgende Verlaufsuntersuchungen im klinisch-gynäkologischen 
und ätiologischen Kontext erforderlich. 
Möglicherweise lassen sich durch weitere Analysen Zusammenhänge zu den soge-
nannten „susceptible mares“ (SM) herstellen (Abb. 9). Nach aktuellem Kenntnisstand 
wurde bisher in der Literatur hinsichtlich der SM eher ein Augenmerk auf die angebo-
renen Immunitätsmechanismen, die physikalischen Clearancemechanismen und die 
funktionellen Eigenschaften der neutrophilen Granulozyten gelegt (FUMUSO et al. 
2003; ZERBE et al. 2004; TROEDSSON 2006; FUMUSO et al. 2007; SCHÖNIGER 
et al. 2016, 2017, 2018). 
Helfer-T-Lymphozyten werden anhand ihres Zytokinsekretionsmusters in weitere 
Subtypen klassifiziert. Diese üben unterschiedliche Funktionen aus und interagieren 
untereinander und auch mit Makrophagen (MURPHY 2012). Klassisch aktivierte 
Makrophagen (M1 Makrophagen) fördern die Th1-vermittelte Immunantwort. Th1-
Zellen produzieren Zytokine, die proinflammatorische Immunantworten vermitteln. M2 
Abb. 9: Mögliche Einflussfaktoren auf das mukosale Immunsystem im 
Endometrium der Stute; Zusammenhänge zu den sog. 
„resistant“ und „susceptible“ mares sowie Untergruppen der 
nicht-eitrigen Endometritis derzeit noch unklar 
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Makrophagen rufen eine Th2-vermittelte Immunantwort hervor. Die produzierten 
Zytokine fördern allergische Reaktionen und die Wundheilung (KIDD 2003; LASKIN 
et al. 2011). In der Humanmedizin existieren bereits Untersuchungen am weiblichen 
Genitale hinsichtlich der vorherrschenden Immunantwort: KHESHTCHIN et al. (2010) 
zeigen, dass eine Th1-dominierte Immunantwort bei Frauen mit wiederholten Fehl-
geburten vorliegt. Im Rahmen weiterführender Untersuchungen am equinen 
Endometrium sollten die Zytokinproduktion / -rezeptoren der einzelnen Entzündungs-
zellsubtypen immun- und molekularpathologisch analysiert und auf mögliche 
Immunzellimbalancen hin untersucht werden. Möglicherweise lassen sich hierdurch 
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Einleitung:  Subklinische entzündliche Veränderungen des Endometriums können 
nur durch die histopathologische Untersuchung eines Bioptates diagnostiziert werden 
und sind von besonderer Bedeutung bei Fertilitätsstörungen. Die nicht-eitrige 
Endometritis ist gekennzeichnet durch eine Infiltration des Endometriums mit Lym-
phozyten, Plasmazellen und / oder Makrophagen. Die genaue Pathogenese ist un-
klar. Die immunhistologische Phänotypisierung dieser Zell-(sub-)populationen kann 
möglicherweise pathogenetische Hinweise geben. Der immunhistologische Nachweis 
equiner Immunzellen ist jedoch fast ausschließlich an Gefrierschnitten etabliert. Die-
se Methode ist für die Routinediagnostik ungeeignet. Demzufolge ergaben sich die 
folgenden Ziele der Untersuchungen : 1. Eine alternative Methode zur Gewebsfixie-
rung zu etablieren, die in der Routinediagnostik praktikabel einsetzbar ist, die zudem 
einen guten Strukturerhalt, eine geeignete Anfärbbarkeit und ideale Auswertbarkeit 
gewährleistet sowie umfangreiche immunhistochemische Untersuchungen ermög-
licht; 2. Die immunhistochemische Phänotypisierung von Lymphozyten, Makropha-
gen sowie deren Subpopulationen an fixierten equinen Gewebeproben zu 
entwickeln; 3. Eine semiquantitative Bestimmung der endometrialen Entzündungs-
zell-(sub-)populationen ohne und mit einer nicht-eitrigen Endometritis durchzuführen. 
Tiere,  Material und Methoden:  Gewebeproben (Lymphknoten als Referenzgewebe 
und endometriales Gewebe) wurden von fünf Stuten im Rahmen der Sektion ent-
nommen, in Formalin, HOPE® oder IHC Zinc Fixative fixiert und zusätzlich als nati-
ves Gefriermaterial aufgearbeitet. Es erfolgte eine vergleichende Beurteilung der 
Gewebemorphologie, des Färbeverhaltens und der Artefakte am equinen 
Endometrium in HE gefärbten Gefrierschnitten bzw. im fixierten, Paraffin-
eingebetteten Material (Formalin, HOPE® und IHC Zinc Fixative). Equine Lymphkno-
ten dienten als Referenzgewebe für die immunhistochemische Etablierung der 
Lymphozytenmarker (anti-CD3, anti-CD4, anti-CD8) an Gefrierschnitten und am fi-
xierten, Paraffin-eingebetteten Material (Formalin, HOPE® und IHC Zinc Fixative). 
Formalin- und Zink-fixiertes Referenzgewebe (Leber, Dünndarm, Darmlymphknoten) 
von vier Stuten wurde für die Etablierung der Makrophagenmarker (anti-CD172a, 
anti-CD14, anti-CD206) verwendet. Die Immunreaktionen der Primärantikörper wur-
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den verglichen. Als Resultat aus den vergleichenden Analysen wurde die Zink-
Fixierung als effektivste alternative Fixierungsmethode ausgewählt. Im abschließen-
den Teil der Untersuchungen wurden 28 Zink-fixierte Endometriumbioptate hinsicht-
lich der Entzündungszell-(sub-)populationen semiquantitativ ausgewertet. Vier Stuten 
zeigten keine Entzündungsreaktion und dienten als Kontrolle. 24 Stuten wiesen eine 
oberflächliche nicht-eitrige Endometritis auf. Die Anzahl CD3+, CD4+, CD8+, CD20+, 
CD172a+, CD14+ und CD206+ Zellen sowie die Anzahl von Plasmazellen mittels 
Methylgrün-Pyronin-Färbung wurde an Serienschnitten in fünf zufällig ausgewählten 
Gesichtsfeldern (HPF, 400x) jeweils für das Stratum compactum, Stratum 
spongiosum und das luminale sowie glanduläre Epithel erhoben. Auf eine statistische 
Auswertung wurde aufgrund der niedrigen Probenzahlen sowie der erheblichen Diffe-
renzen der Zellzahlen verzichtet. Ergebnisse:  1. Die Zink-Fixierung zeigt mit der 
Formalin-Fixierung vergleichbare, exzellente Eigenschaften hinsichtlich des Struktur-
erhalts, der Anfärbbarkeit und Auswertbarkeit. Sie übersteigt insgesamt die Eigen-
schaften der HOPE®-Fixierung: die Zink-Fixierung erweist sich einfacher in der 
Anwendung und zeigt eine geringere Artefaktbildung. 2. Die immunhistochemische 
Charakterisierung von T- und B-Lymphozyten, Helfer-T-Lymphozyten sowie zytotoxi-
schen T-Lymphozyten und Makrophagenpopulationen (M1 und M2 Makrophagen) 
sowie der Nachweis von Plasmazellen mittels Methylgrün-Pyronin-Färbung an Zink-
fixierten equinen Gewebeproben ist möglich. 3. Im entzündlich veränderten 
Endometrium sind mehr CD3+, CD4+, CD8+, CD20+, CD172a+, CD206+ Zellen so-
wie Plasmazellen nachweisbar als in unveränderten Gewebeproben bezogen auf das 
Stratum compactum und Stratum spongiosum. Die durchschnittliche Anzahl CD3+ 
Zellen ist im Stratum compactum nicht-eitriger Endometritiden knapp dreimal höher 
(244 Zellen in 5 HPF) als im unveränderten Endometrium (88 Zellen in 5 HPF). We-
nige CD20+ B-Zellen (0-10 Zellen in 5 HPF) und CD172a+ Makrophagen (0-22 Zel-
len in 5 HPF) sowie eine unterschiedliche Anzahl an Plasmazellen (2-115 Zellen in 5 
HPF) sind innerhalb des Stratum compactum entzündlich veränderter Endometrien 
nachweisbar. Es existieren große individuelle Unterschiede in der Anzahl CD4+ und 
CD8+ T-Zellen in Endometrien ohne sowie mit einer Entzündung. Schlussfolgerun-
gen:  Eine Integration der Zink-Fixierung in die Routinediagnostik mit zusätzlichen 
Anwendungsmöglichkeiten ist problemlos möglich. Die immunhistochemische Ent-
zündungszelldifferenzierung im Endometrium der Stute kann an fixierten equinen 
Endometriumbioptaten durchgeführt werden und bietet darüber hinaus die Möglich-
keit, diese Methode an anderen equinen Organen anzuwenden. Die Ergebnisse der 
semiquantitiven Auswertung deuten auf das mögliche Vorliegen unterschiedlicher 
Formen der nicht-eitrigen Entzündung hin. Das etablierte Verfahren gibt möglicher-
weise nähere Hinweise auf immunologische Konstellationen, die das Auftreten einer 
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Introduction:  Clinically unapparent inflammatory alterations of the equine endome-
trium can only be diagnosed by the histopathological examination of a biopsy and are 
the main cause of subfertility in mares. The non-suppurative endometritis is charac-
terised by infiltration of the endometrium with lymphocytes, plasma cells and / or 
macrophages. So far, the cause and pathogenesis of non-suppurative endometritis 
are unclear. The subclassification of the immune cell populations involved will likely 
provide important information on the etiology and pathogenesis of this disease. 
Available antibodies are often established exclusively for immunohistochemistry on 
cryostat sections of native frozen equine tissue. However, this method is impractical 
for the routine diagnostic work-up. The aim of the present study was:  1. To reveal 
the method most suitable for a routine diagnostic work-up in combination with proper 
tissue preservation, staining results as well as histological and immunohistochemical 
analysis; 2. To establish an immunohistochemical method for the detection of lym-
phocytes and macrophages including their subpopulations in fixed equine tissue 
samples; 3. To characterize the immune cell populations in fixed endometria of 
mares without and with non-suppurative endometritis. Material and methods:  Eq-
uine endometrial tissue and intestinal lymph node were obtained from five mares dur-
ing post mortem examination and were either fixed in formalin, HOPE® or IHC Zinc 
Fixative. Aditionally snap frozen tissue samples were processed for cryostat section-
ing. HE stained cryostat sections and fixed paraffin embedded tissue samples (for-
malin, HOPE®, IHC Zinc Fixative) of the equine endometrium were analysed 
regarding tissue preservation, staining results and artefacts. To establish lymphocyte 
markers (anti-CD3, anti-CD4 and anti-CD8) immunohistochemically on cryostat sec-
tions and fixed paraffin embedded tissue samples (formalin, HOPE®, IHC Zinc Fixa-
tive) equine lymph node was used as reference. Formalin fixed and zinc fixed tissue 
samples with macrophage populations (liver, small intestine, intestinal lymph node) 
from four mares were used for the immunohistochemical establishment of the macro-
phage markers (anti-CD172a, anti-CD14, anti-CD206). The immunoreactivity of the 
primary antibodies was compared. The results of the comparative analysis revealed 
the most suitable alternative fixation method (zinc fixation). Finally, 28 zinc fixed en-
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dometrial biopsies were evaluated semiquantitatively with regard to the numbers of 
CD3+, CD4+, CD8+, CD20+ lymphocytes, CD172+, CD14+, CD206+ macrophages 
as well as plasma cells. Four mares had no evidence of endometritis and represent 
the control group. The remaining 24 mares showed a mild superficial non-
suppurative endometritis. The comparative analysis was performed in serial sections 
within 5 randomly selected high power fields (HPF, 400x). Positive cells were count-
ed separately within the luminal and glandular epithelium, the stratum compactum 
and the stratum spongiosum. Due to the low numbers of samples and marked differ-
ences of cell counts a statistical analysis was not performed. Results: 1. The zinc 
fixation provides excellent staining results, tissue preservation and allows histological 
and immunohistochemical analysis. It has even some advantages compared to the 
HOPE® fixation regarding the routine diagnostic work-up. The zinc fixation produces 
less artefacts. 2. The zinc fixation allows the immunohistochemical detection of all 
applied T- and B-lymphocyte-, helper- and cytotoxic-T-cell- and macrophage-markers 
(M1 and M2) and the histochemical detection of plasma cells (methyl green-pyronin 
stain) within equine fixed tissue. 3. Endometria with non-suppurative endometritis 
have higher numbers of CD3+, CD4+, CD8+, CD20+, CD172a+, CD206+ as well as 
plasma cells within the stratum compactum and stratum spongiosum than endometria 
without inflammation. The average cell count of CD3+ lymphocytes within the stratum 
compactum was approximately 3 x higher (244 cells in 5 HPF) within inflamed endo-
metria than this value obtained from endometria without endometritis (88 cells in 5 
HPF). Few CD20+ B cells (0-10 cells in 5 HPF) and CD172+ macrophages (0-22 
cells in 5 HPF) as well as variable numbers of plasma cells (2-115 cells in 5 HPF) 
could be detected within the stratum compactum of mares with non-suppurative 
endometritis. Endometria with and without inflammation showed marked differences 
in the numbers of CD4+ and CD8+ T cells. Conclusion:  The zinc fixation can be 
easily incoorporated into the routine diagnostic work-up and offers additional applica-
tion possibilities. Immunohistochemical phenotyping of immune cells in the equine 
endometrium can be performed on fixed endometrial biopsies of the mare. Further-
more, a widespread applicability is possible, e. g. on other equine organs. These 
findings suggest the existence of different forms of non-suppurative endometritis. The 
established method will likely assist to reveal possible etiologies and predisposing 
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